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RESUMO

No Brasil, os canceres do colo do utero e do intestino estdao entre os tumores mais frequentes.
Em tumores sélidos, a penetracdo do medicamento quimioterapico € dificultada, o que ocasiona
uma baixa eficacia no método convencional intravenoso. Este estudo investigou a producao
através do processo de moldagem por inje¢ao de implantes com nanocarreadores de fArmacos
e sistemas de dois farmacos buscando a atuacao de forma sinérgica no tratamento do cancer.
Este trabalho teve como objetivo, uma alternativa no tratamento quimioterapico do cancer do
intestino e do cancer do colo do utero através da fabricagdao de uma tela poliméricaem poli (e-
caprolactona) (PCL) e um implante intrauterino (DIU) em polietileno de alta densidade (PEAD)
para a liberagdo controlada dos farmacos. Foram feitas caracterizacdes fisico-quimicas e
mecanicas, bem como ensaios de liberagdo in vitro dos farmacos e testes bioldgicos em cultura
celular para a comprovagdao da eficacia dos implantes. Os resultados mostraram que a
fabricacdo dos implantes foi viavel e € possivel obter a reprodutibilidade de geometria e
composi¢do, € que os implantes apresentaram perfil de liberagdo e atividade antiproliferago
celular para o tratamento localizado de cancer. O 5-fluorouracil (5-FU), como um agente
quimioterapico amplamente utilizado, foi comprovado ser eficaz em uma série de canceres. A
fim de preservar a fertilidade do paciente e evitara cirurgia, a terapia hormonal a base de
progesterona (PG) demonstrou-se um fator protetivo para o cancer do endométrio e do ovario.
Nos implantes poliméricos tipo DIU, a formulacdo de composi¢do com os farmacos 5-
fluorouracil (5-FU) e progesterona (PG) PEAD/5-FU/PG mostrou grande possibilidade de
obter-se efeito sinergético no tratamento de cancer por terapia hormonal € quimioterapica em
um mesmo dispositivo de liberagdo. Uma alternativa para aumentar a eficacia no local de
interesse e reduzir efeitos sistémicos ¢ através da utilizagdo de implantes poliméricos com
nanocarreadores, como micelas que facilitam o transporte controlado de quimioterapicos. Para
os implantes tipo tela, o uso de nanocarreadores micelares cetil fosfato de potassio (CFP) como
na tela de composi¢do PCL/5-FU/CFP pareceu ser uma alternativa para controle da liberacao
de farmacos muito soluveis, prolongando a liberagdo, a biodisponibilidade e o efeito

terapéuticos deste tipo de implante.

Palavras-chave: Moldagem por injecdo. Implante intrauterino (DIU). Tela polimérica.

Dispositivo de liberagdo nanocarreadores de farmacos. Tratamento de cancer.






ABSTRACT

In Brazil, cervical and intestinal cancers are among the most frequent tumors. In solid tumors,
the penetration of the chemotherapy drug is difficult, which causes a low attempt in the
conventional method. This study investigated the production through the injection molding
process of implants with drug nanocarriers and two-drug systems seeking to act synergistically
in the treatment of cancer. This study aimed, as an alternative in the chemotherapy treatment of
bowel cancer and cervical cancer through the fabrication of a polymeric mesh in poly(e-
caprolactone) PCL and an intrauterine implant (IUD) in High-density polyethylene (HDPE) for
controlled drug delivery. Physicochemical and mechanical characterizations were performed,
as well as in vitro release tests of drugs and biologicals in cell culture to prove the
implementation of the implants. The results showed that the manufacture of the implants was
feasible, and it is possible to obtain geometry and composition reproducibility, and that the
implants have a delivery profile and anti-cell proliferation activity for the treatment of localized
cancer. 5-Fluorouracil (5-FU), as a widely used chemotherapeutic agent, has been proven to be
effective in several cancers. In order to preserve the patient's fertility and avoid surgery,
hormone therapy based on progesterone (PG) has been shown to be a protective factor for
endometrial and ovarian cancer. For IUD polymeric implants, the HDPE/5-FU/PG composition
formulation showed a great possibility of obtaining a synergistic effect in the treatment of
cancer by hormone therapy and chemotherapy in the same delivery device. An alternative to
increase effectiveness at the site of interest and reduce systemic effects is through the use of
polymeric implants with nanocarriers, such as micelles that facilitate the controlled transport of
chemotherapy drugs. For mesh implants, the use of micellar nanocarriers potassium cetyl
phosphate (PCP) as in the PCL/5-FU/PCP composition mesh seemed to be an interesting
alternative to control the release of very soluble drugs, prolonging the release, bioavailability,

and therapeutic effect of this type of implant.

Keywords: Injection molding. Intrauterine implant (IUD). Polymeric mesh. Nanocarrier drug

delivery device. Cancer treatment.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o surgimento de produtos farmacéuticos modernos e o grande
crescimento da industria de biotecnologia revolucionaram a abordagem no desenvolvimento
dos sistemas de liberagdo controlada. Estudos realizados e a fabricagdo de implantes com
formulagdes complexas que controlam a taxa e o periodo de liberagdo de medicamentos e, em
areas especificas do corpo para tratamento t€m se tornado cada vez mais comum (DEL VALLE;
GALAN; CARBONELL, 2009). A Progestasert® é um exemplo de produto oferecido no
mercado, um implante intrauterino no formato de T que libera o hormonio progesterona através
de uma membrana de poli (etileno-co-acetato de vinila) (EVA) para atuar como contraceptivo,
que foi langado pela empresa americana Alza. Outro exemplo € o Zoladex® LA que ¢ um
implante subcutaneo utilizado no tratamento do cancer de mama e prostata, contendo o farmaco
acetato de goserelina disperso em uma matriz de poli (acido latico-co-acido glicolico) (PLGA)
que, apods controlar a liberacdo do farmaco por trés meses, ¢ biodegradada e eliminada do
organismo (VILLANOVA, 2010). Porém, na literatura ha poucos estudos que envolvam o
processo de moldagem por injecdo para liberagdo controlada de farmacos quimioterapicos.
Como pode ser observado no trabalhodo CHEN et al. (2014) que investigaram o preparo € as
propriedades de implantes injetados a base de poli (e-caprolactona) (PCL) com o
quimioterapico S-fluorouracil (5-FU) com foco no tratamento de tumores malignos.

O cancer do colo do utero, também chamado de cancer cervical é o terceiro tumor
mais frequente entre as mulheres no Brasil, estimam-se 16.710 novos casos em mulheres para
o ano de 2022. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do utero ¢
0 primeiro mais incidente na regido Norte (26,24/100 mil). As mulheres acometidas
normalmente sao de uma classe de populagdo menos favorecida na questdo educacional,
socioecondmicae em regides com menos condigdes de assisténciamédica (INCA, 2021).

Outro cancer de grande incidénciano Brasil € o cancer de intestino, também chamado
de cancer colorretal. Estima-se no ano de 2022 45.630 novos casos, sendo 21.970 em homens
e 23.660 casos em mulheres, sendo o terceiro cancer mais frequente em homens e o segundo
entre as mulheres. O numero de 6bitos do cancer do colon e reto supera o cancer do colo uterino
na populagdo feminina (INCA, 2021) O aumento progressivo desses casos deve-se a0 processo
de industrializagdo dos alimentos, assemelhando-se a caracteristicas de paises mais
desenvolvidos onde o cancer colorretal ¢ a segunda ou terceira causa mais importante das

neoplasias malignas (FANG CHIA, 2002).
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O cancer ocorre pelo crescimento celular anormal, que fica forado controle parcial ou
total do organismo, tendendo a autonomia e a perpetuagdo. Entre os tipos de tratamento para o
cancer podem ser citadas como terapias de primeira linha a ressec¢ao do tumor, quimioterapia
e radioterapia. A quimioterapia ¢ majoritariamente recomendada e caracteriza-se por uma
terapia sistémica, pois faz-se uso de medicamentos que podem ser administrados por via oral,
ou diretamente na corrente sanguinea para atingir as células cancerigenas e assim torna-se
possivel a cura de alguns tumores (RODRIGUES; POLIDORI, 2012).

Em tumores sélidos, a penetragdo do medicamento quimioterapico ¢ dificultada, o que
ocasiona uma baixa eficacia no método convencional. Deste modo, necessita-se de uma
dosagem maior, mas a toxicidade ¢ um fator limitante. Por isso, necessita-se de um outro
método que diminua os efeitos colaterais (HANAFY et al., 2009). Uma alternativa para
aumentar a eficaciano local de interesse e reduzir efeitos sistémicos € através da utilizagao de
implantes poliméricos carregados com quimioterapicos. Em 1996, o FDA aprovou a primeira
formulacgao para este fim, o implante Gliadel. Este material contém carmustina e polifeprosano
20 e ¢ recomendado no tratamento do cancer cerebral. Além disso, varias pesquisas relataram
a obtencdo de uma maior eficicia terapéutica, bem como baixos efeitos colaterais na
administragdo de 5-fluorouracila (5-FU) com uma infusdo continua quando comparado com a
injecdo em bolus (administragdo do medicamento direto na veia) (LI, 2018). A progesterona
também tem um papel importante no tratamento. YOO (2013) realizou um estudo por teste in
vivo € mostrou que o receptor da progesterona inibiu a proliferacao celular no epitélio cervical
e vaginal.

Estudos tém sido realizados na fabricacao de dispositivos carregados de medicamento
para que sejam implantados proximos ou diretamente no local do tumor. Salmoria et al. (2018)
desenvolveram um implante intrauterino de polietileno (PE) carregado com o quimioterapico
5-fluorouracila (5-FU) e o hormdnio progesterona (PG) fabricado por sinterizagao seletiva a
laser (SLS) para o tratamento do cancer de endométrio. Outro trabalho de Salmoria et al.
(2018) foram a fabricacdo de hastes implantaveis de polietileno/5-fluorouracila (PE/5-FU) por
extrusdo para o tratamento do cancer. Outros estudos tém sido feitos também no laboratoério
NIMMA — UFSC como o processo de impressao 3D (FDM) com poli(e-caprolactona) (PCL)/5-
FU e celulose/5-FU.

Uma alternativa para aumentar a eficacia no local de interesse e reduzir ainda mais
efeitos sistémicos ¢ utilizagdo de implantes poliméricos com nanocarreadores, como micelas
que facilitam o transporte controlado de quimioterapicos (JAIN, 2008). Agentes portadores de

farmacos em nanoescala como micelas tém melhorado a eficacia do tratamento, evitando
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toxicidade em células normais, mostrando alta seletividade as células tumorais por meio do
efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) (SENAPATI, 2018).

A moldagem por injecdo ¢ uma das técnicas mais utilizadas na induastria de
termoplasticos para fabricar diferentes formas, tamanhos, € se necessario pecas de maior
complexidade. Além disso, o processo de moldagem por injecdoé a escolha mais
economicamente viavel para a producdo em larga escala (SALMORIA et al., 2017). A partir
deste processo pode-se fabricar dispositivos utilizando-se polimeros biomédicos associados ou
ndo a formulagdes farmacéuticas. E interessante ressaltar aimportancia da escolha do polimero
conforme a aplicagdo pretendida, se for utilizado um polimero bioreabsorvivel, os quais
possuem a capacidade de serem absorvidos pelo corpo humano, e se utilizar um polimero
bioinerte sera necessaria a cirurgia de remoc¢do. Os biomateriais sdo empregados em
componentes implantados no corpo humano, estes ndo devem produzir substancias toxicas e
devem ser compativeis com os tecidos do corpo (CALLISTER; RETHWISCH, 2013).

Com a versatilidade da técnica de moldagem por inje¢do € possivel explorar a
producao de componentes com caracteristicas de geometria ¢ dimensdo bem definidas,
utilizados em sistemas de liberagio de farmaco especificos (GARCIA, 2014). Assim, este
estudo tem como inovacdo a fabricagdo por moldagem por injecdo de telas polimérica e
implantes intrauterinos (DIUs) para a liberacdo controlada de farmacos (5-fluorouracila e
progesterona) nanocarreados por agente micelar (surfactante cetil fosfato de potéssio),
buscando uma sinergia entre os fArmacos e o sistema micelar para o tratamento do cancer.

Os polimeros escolhidos neste trabalho para a fabricacdo dos implantes foram PEAD
e PCL. O polietileno ¢ o polimero que melhor se adequa para a utilizagdo em implantes
intrauterinos, pois ¢ um polimero inerte ¢ ndo-degradavel. Para o DIU nao é conveniente um
polimero que se degrada, uma vez que estes produtos podem se acumular na cavidade
intrauterina ou serem expelidos, causando desconforto para o paciente. Um implante
polimérico bioreabsorvivel como o PCL, ¢ a melhor escolha para a fabricagado da tela, pois pode
ser implantado no local da ressec¢do tumoral no intestino e nao necessitaria de uma cirurgia de
retirada por ser bioreabsorvivel. O surfactante cetil fosfato de potéssio (CFP) foi escolhido por
ser biocompativel. Neste trabalho foi possivel desenvolver dois dispositivos desde a criagdao do
seu design até a fabricacdo e caracterizagdo mecanica e bioldgica, e assim envolvendo areas

multidisciplinares.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e caracterizacao de dispositivos
de liberacao com nanocarreadores micelares de farmacos quimioterapicos por moldagem por

injecao para tratamentos de cancer de colo de utero e de cancer de intestino.

1.1.2 Objetivos especificos

e Investigar as condi¢des de fabricagdo dos implantes por moldagem por inje¢do e
otimizar os parametros de processo a serem usados na fabricagdo da série a ser caracterizada.

e Analisar a morfologia, a superficie e caracteristicas dimensionais dos implantes
através da microscopia eletronica de varredura (MEV).

e Investigar a composi¢do quimica alcancada nos implantes por FTIR e andlise
térmica DSC.

e Estudar o comportamento mecanico por ensaios de flexdo, viscoelasticidade e
fadiga.

e Analisar o comportamento dos implantes em ensaio de liberacdo dos farmacos e
investigar em testes de citotoxicidade e citocompatibilidade o comportamento bioldgico em

cultura de células.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

Cancer ¢ um crescimento anormal das células causadas por multiplas mudancas na
expressao génica levando a proliferacao celular desregulada, morte celular e em ultima analise,
evoluindo para uma populagdo de células que podem invadir tecidos e causar metastases.
(RUDDON, 2007).

Abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas. Os diferentes tipos de
cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo. Quando comeg¢am em tecidos
epiteliais, como pele ou mucosas, sdo denominados carcinomas. Se o ponto de partida sdo os
tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, sd3o chamados sarcomas. (INCA,
2021).

Um tumor tem propriedades previsiveis. A taxa de incidéncia de varios canceres ¢
fortemente relacionada a fatores ambientais e estilo de vida, e os canceres tém certas
caracteristicas de crescimento, entre as quais estdo as habilidades de crescer de forma

incontrolada, invadir tecidos proximos e metastase (RUDDON, 2007).

2.1.1 Cancer do colo do utero

O cancer do colo do tutero ¢ o terceiro tumor mais frequente entre as mulheres no
Brasil, estimam-se 16.710 novos casos em mulheres no ano de 2020 (INCA, 2021).

O cancer do colo do tutero ¢ causado pela infec¢ao persistente de alguns tipos de
Papilomavirus humano (HPV). Pelo menos 13 tipos de HPV sdo considerados oncogénicos,
apresentando maior risco ou probabilidade de provocar infecgdes persistentes e estar associados
a lesoes precursoras. Dentre os HPV de alto risco oncogénico, os tipos 16 e 18 estao presentes
em 70% dos casos de cancer do colo do ttero. Outros fatores ligados a imunidade, a genética e
ao comportamento sexual podem influenciar os mecanismos que determinam a progressao para
lesdes precursoras ou cancer. (INCA, 2021) (BERNHEIM, 2012).

Através do exame preventivo Papanicolau ¢ possivel se detectar as lesoes
precursoras. Contudo, apesar das agdes preventivas, ainda ¢ um desafio para paises em
desenvolvimento (MELOetal.,2012). As mulheres acometidas normalmente sdo de uma classe
de populacdo menos favorecida na questdo educacional, socioecondmica e em regides com

menos condi¢des de assisténciamédica (INCA, 2021).
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Estadiamento ¢ um sistema que os especialistas utilizam para estabelecer a extensdo
da disseminagdo do cancer. O cancer de colo de utero classifica-se em estagios de 0 a IV (zero

a4). As fases sao mostradas no quadro 1 abaixo.

Quadro 1 - Subdivisoes dos estadios do cancer do colo do utero.
Estagio 0 Este é o estagio da doenga pré-cancerosa, ou seja, pequenas lesdes confinadas a
camada superficial (epitélio) do colo do utero. Essas lesdes também sdao chamadas de

carcinoma em Situ.

Estagio 1 Primeiro estdgio do cancer invasivo, mesmo quando ainda ndo é macroscopicamente
visivel, mas comprovado apos exame laboratorial microscopico de bidpsias. Em
largura, a lesdo ndo se estende além do colo do utero propriamente dito. Dependendo
das dimensdes da lesdo e sua visibilidade macroscépica. Distingue-se varias sub-

etapas.

Estagio [A | Cancer microscopico invasivo que ndo € macroscopicamente visivel e

cresceu menos de 5 mm no estroma e tem menos de 7 mm de largura.

Estagio | Invasdo estromal ¢ inferior a 3 mm em profundidade e até 7
IA1 mm de largura.
Estagio | Invasdo estromal entre 3 e 5 mm de profundidade e até 7 mm

IA2 de largura.

Estagio IB | Cancer macroscopicamente visivel ou cancer microscopicamente
invasivo maior que o estagio [A2

IB1 Lesdo de menos de 4 cm no maior didmetro.

IB2 Lesdo de mais de 4 cm no maior didmetro.

Estagio II | Cancer que se estende para os tecidos além do titero, mas ndo tanto quanto os 0ssos
pélvicos ou o tergo inferior da vagina.
Estagio IIA | Macroscopicamente visivel, o cancer se estende além do colo uterino,
sem extensdo para o paramétrio.
Estagio | A lesdo ¢ macroscopicamente visivel sendo menor que 4 cm

ITIA1 no maior didmetro.
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Estagio 111

Estagio 1V

Estagio | A les@o ¢ macroscopicamente visivel sendo mais de 4 cm no
ITA2 maior didmetro
Estagio IIB | Cancer macroscopicamente visivel com extensao para o paramétrio.
Cancer que se estende para a parede pélvica, 0ssos e ou para o tergo inferior da vagina

e/ou comprimir um ou ambos os ureteres.

Estagio Nenhuma extensao para a parede pélvica, mas o envolvimento do ter¢o
A inferior da vagina.

Estagio Cancer que se estende até a parede pélvica e/ou comprime um ou ambos
I1IB 0s ureteres.

Cancer avangado e metastatico.

Estagio Invasdo dos orgaos pélvicos adjacentes (bexiga, reto) e/ou extensao para
IVA 0 abdémen ou na virilha.

Estagio Com metastase para os pulmoes ou figado, por exemplo.

IVB

Fonte: Adaptada de Bernheim (2012).

Na figura 1 observa-se o estadiamento do carcinoma do colo uterino do estagio I ao
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Figura 1 - Estadiamento do carcinoma de colo uterino.

Fonte: CAMISAO et al. (2007).

Para alguns estagios do cancer de colo do utero, o tratamento principal € aradioterapia
e aquimioterapia ¢ administrada em conjunto (quimiorradiagdo concomitante). A quimioterapia
potencializa a radioterapia e pode ser usada para tratar a dissemina¢do da doenga para outros
orgdos. Também pode ser 1til no tratamento da recidiva da doenga apos o tratamento com
quimiorradiacdo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Em tumores sélidos, a penetragdo do medicamento quimioterapico ¢ dificultada, o que
diminui a eficacia no método convencional. E com o aumento da dosagem ocorre o risco de
toxicidade (HANAFY et al., 2009). Além disso, varias pesquisas relataram a obtencdo de uma
maior eficacia terapéutica, bem como baixos efeitos colaterais na administra¢do de 5-FU com
uma infusdo continua quando comparado com a inje¢do em bolus (administragdo do
medicamento direto na veia) (LI, 2018). Como alternativa, os implantes com sistema de
liberagdo controlada podem atuar proximo ou diretamente no local do tumor, diminuindo os

efeitos colaterais e a dor do paciente com as injegoes.
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2.1.2 Cancer colorretal (intestino)

O cancer colorretal abrange tumores que acometem um segmento do intestino grosso
(o célon) e o reto. E tratavel e, na maioria dos casos, curavel, ao ser detectado precocemente,
quando ainda ndo se espalhou para outros 6rgaos. Grande parte desses tumores se inicia a partir
de polipos, lesdes benignas que podem crescer na parede interna do intestino grosso. Uma
maneira de prevenir o aparecimento dos tumores seria a detec¢ao e a remogao dos polipos antes
de se tornarem malignos (INCA, 2021). Na figura 2 observa-se o adenoma no intestino ¢ sua

evolucao.

Figura 2 — Adenocarcinoma no intestino.

Invasivo
Adenocarcinoma adenocarcinoma

Adenoma Adenoma
precoce  celulas tardio
(<1 cm?) tumorais

Vaso sanguineo

8]
. _ ®
Circulacéo >

Fonte: Adaptada de MAGRI e BARDELLI (2019).

O sistema de estadiamento utilizado para o cancer colorretal é o sistema TNM da
American joint Committee on Cancer. TNM ¢ a abreviatura de tumor (T), linfonodo (N) e
metastase (M). O T acompanhado de um numero (0 a 4) ¢ usado para descrever o tumor
primario, particularmente o seu tamanho. Pode também ser atribuida uma letra mintiscula "a"
ou "b" com base na ulceracao e taxa mitotica (AMERICAN CANCER SOCIETY et al.,2021).

No quadro 2 observa-se o estadiamento do cancer colorretal.

Quadro 2 - Estadiamento do cancer colorretal.
TX | O tumor primdrio ndo pode ser avaliado

TO | Nao haevidéncia de tumor primario

Tis | Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasdo da lamina propria
T1 ' Tumorque invade a submucosa

T2 ' Tumor que invade a muscular propria
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T3 | Tumorque invade além da muscular propria, alcancando a subserosa ou os
tecidos pericélicos ndo peritonizados

T4 | Tumor que invade diretamente outros rgdos ou estruturas e/ou que perfura o
peritonio visceral

NX | Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO ' Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 | Metastases em 1 a 3 linfonodos regionais

N2 | Metastases em 4 ou mais linfonodos regionais

MX | A presenca de metdstase a distdncia ndo pode ser avaliada

MO | Auséncia de metastase a distancia

M1 | Presenca de metastase a distancia

Agrupamento por estadios

0] Tis NO MO

I T1,2 NO MO
ITA T3 NO MO
11B T4 NO MO
1A T1,2 N1 MO
1IB T3,4 N1 MO
IIC Qualquer T N2 MO
v Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Adaptada de AMERICAN CANCER SOCIETY (2021).

Atualmente, a maior parte do tratamento quimioterdpico para o cancer de colon apos
a cirurgia de ressecc¢ao tumoral ¢ administrado por inje¢ao intravenosa. No entanto, a dose de
5-FU ¢ insuficiente para inibir o crescimento de células cancerosas do cdlon, sugerindo que um
sistema de liberagdo direcionada ou um tratamento local deve ser aplicado para aumentar a dose
efetivade 5-FU no local da ressecgao (LI, 2018). A utilizagdo de um implante para a liberagao

controlada do farmaco quimioterapico no local da ressec¢do seria uma solugao.

2.2 SISTEMAS E MECANISMOS DE LIBERACAO DE FARMACOS

As tecnologias de entrega de medicamentos sdo classificadas de acordo com a via da
qual um farmaco ¢ administrado no corpo. Na via enteral incluem-se a administragao por via
oral, sublingual e retal. A via parenteral refere-se as vias intravenosa, intramuscular e a inje¢ao
subcutinea. (DEL VALLE; GALAN; CARBONELL, 2009). O farmaco administrado pela via
parenteral ¢ injetado dentro do organismo e ¢ preferida quando a absorc¢do rapida ¢ necessaria;
mas a aceitabilidade desta via é geralmente negativa por parte do paciente, que a associa a dor
e ao fato de ser pouco pratica. A via enteral representa o meio mais simples, conveniente e

seguro de administrar um farmaco, porém apresenta como desvantagens o inicio relativamente
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lento do efeito, a degradacdo de certos farmacos pelas enzimas do trato gastrintestinal e as
possibilidades de absor¢ao irregular (AULTON, 2005).

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos representa uma das areas da ciéncia
que envolvem campos multidisciplinares. A biologia, farmacia, quimica, fisica e medicina
trabalham juntas para fornecer avangos rdpidos e consistentes nesta area. Portanto, o
desenvolvimento de técnicas que possam liberar os farmacos de forma controlada é atualmente
uma das areas mais importantes da pesquisa de farmacos (MAINARDES; SILVA, 2004).

Sistemas de liberagao de farmacos implantaveis tém a vantagem de manter uma
liberagao controlada no local especifico de acao para que sejam mais seguros e confiaveis (DEL
VALLE; GALAN; CARBONELL, 2009). Muitos estudos foram feitos para delinear os
sistemas de liberacdo controlada, em que objetivava eliminar ou reduzir as concentragdes
plasmaticas ciclicas observadas apds a administra¢do de um sistema de liberagdo convencional
(AULTON, 2005).

As formas farmacéuticas de liberagao modificada ou ndo convencional apresentam
uma modifica¢do da taxa ou do local onde a substancia ativa ¢ liberada. Diferentes formas
farmacéuticas possuem uma gama de modelos de liberagdo, sendo que os principais tipos
incluem: liberacdo retardada, liberagdo prolongada e liberacao controlada (MANADAS; PINA;
VEIGA, 2002).

e Retardada: a liberacao da substancia ativa ¢ retardada por um periodo de tempo
determinado, apds o qual a liberacao ¢ quase imediata (MANADAS; PINA; VEIGA,
2002). Por exemplo, comprimidos com revestimento entérico e capsulas de liberacao

pulsétil (AULTON, 2005).

e Prolongada: indica que o faArmaco ¢ disponibilizado para absor¢ao por um periodo de
tempo mais prolongado do que a partir de uma forma farmacéutica convencional
(AULTON, 2005). De modo a manter a atividade terapéutica e reduzir efeitos toxicos

(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

e Controlada: refere-se as formas farmacéuticas que liberam o farmaco em uma
velocidade constante e fornecem concentragdes plasmaticas que permanecem

invariaveis com o tempo (AULTON, 2005).
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Na figura 3 observa-se o grafico da concentragdo plasmatica versus tempo com 0s
diferentes sistemas de liberagdo. Na liberagdo convencional, a cada dose aplicada o fairmaco ¢
absorvido de uma vez, o que provoca picos de concentragdo, € assim pode ocorrer a
extrapolacdo ao atingir um nivel téxico. Outra desvantagem da liberagcdo convencional seria a
necessidade de administrar mais de um comprimido por dia, o que reduz a adesdo ao tratamento.
Ja na liberagdo controlada a curva esta sempre dentro da faixa terapéutica, assim o farmaco ¢é
liberado de forma gradual e promove-se uma maior eficacia no tratamento, evitando que niveis

toxicos sejam alcangados, assim como muitos efeitos colaterais.

Figura 3 - Comportamento dos sistemas de liberagdao do farmaco de forma convencional,
controlada e prolongada.
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Fonte: RODRIGUES; SILVA (2005).

Mecanismos de liberacdo do farmaco

Ha diversos tipos de mecanismos de liberacao de farmaco disponiveis atualmente, mas

o sistema de matriz polimérica e o sistema de reservatorio sdo os mais comuns. O
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desenvolvimento dos dispositivos iniciou-se com o uso de polimeros ndo biodegradaveis, que
dependem do processo de difusdo, e subsequentemente progrediu-se para o uso de polimeros
biodegradaveis , em que ocorrem o inchago e a erosio (DEL VALLE; GALAN; CARBONELL,
2009). Neste trabalho foi utilizado o polimero ndo-degradavel PEAD com os sistema matricial
e o polimero biodegradavel PCL com sistema matricial bioerodivel.

A seguir serdo detalhados os mecanismos de liberacdo de farmacos em sistemas
compostos de polimeros bioinertes e biodegradaveis. Os mesmos encontram-se demonstrados

na figura 4.

I.  Sistemasde polimeros ndo-degradaveis:

*  Sistema Matricial: o farmaco ¢ disperso homogeneamente na matriz durante o
processamento € o0 mecanismo de liberagdo ¢ através da difusao.

* Sistema Reservatorio: O farmaco ¢ depositado em um nucleo isolado do meio
externo rodeado por uma membrana permeavel ndo-degradavel. O mecanismo de liberacao
também ¢ difusivo onde as propriedades de espessura e permeabilidade da membrana

controlardo a liberacdo do farmaco (FANG CHIA, 2002).

Figura 4 — Mecanismos de liberacdo de fArmacos em sistema de reservatorio e

sistema matricial.
Sistema de reservatdrio com memkbrana Sistema matricial sem erosdo
Farmaco disperso

) no polimero

Polimero

Farmaco

Tempo 0
. ", Boli Farmaco
olimero disperso no
polimero
* Farmaco

Tempo t Tempo

Fonte: Adaptada de RAJGOR; BHASKAR; PATEL (2011).
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Os polimeros biodegradaveis mais populares atualmente que estdo sendo pesquisados
incluem o acido poliglicolico (PGA), acido polilatico (PLA), poli (4cido latico-co-acido
glicodlico) (PLGA), acido poliaspartico (PASA) e policaprolactona (PCL) (RAJGOR;
BHASKAR; PATEL, 2011).

II. Sistemas de polimeros biodegradaveis.

e Sistema matricial bioerodivel: o farmaco ¢ disperso em um polimero que ¢

lentamente erodido, in vivo, por processos bioldgicos a uma taxa controlada (figura 5).

e Sistema tipo reservatorio bioerodivel: apresenta semelhancas ao sistema
bioerodivel descrito para sistemas matriciais. O mecanismo de liberacdo de farmacos de ambos
os sistemas ¢ bastante semelhante. No entanto, estes sistemas bioerodiveis, em contraste,
contém um polimero com membrana que se degrada a uma taxa mais lenta do que a taxa
esperada de difusdo de farmacos através da membrana. Portanto, a membrana permanece intacta
enquanto o farmaco ¢ liberado completamente. Eventualmente, a membrana polimérica externa

¢ degradada, in vivo e, finalmente, eliminada (RAJGOR; BHASKAR; PATEL, 2011).

As principais vantagens dos sistemas biodegradaveis incluem o fato de que os
polimeros usados para a fabricagao do sistema de liberagdo sao absorvidos ou excretados pelo
corpo. Isso faz com que nao tenha a necessidade de remogao cirirgica do implante apos a
conclusdo da terapia, aumentando assim a aceitagdo do paciente. No entanto, ao se fabricar
novos sistemas biodegradaveis, muitas varidveis devem ser consideradas. Por exemplo, a
cinética de degradacdo do polimero, in vivo, deve permanecer em uma taxa constante para
manter a liberacdo controlada do fAirmaco. Muitos fatores podem afetar a taxa de degradacao
do polimero no corpo. Alteragdes no pH ou temperatura corporal podem causar um aumento
ou diminuigdo transitoria na taxa de degradacao do sistema. A area da superficie do sistemade
liberagdo também desempenha um papel importante na sua degradacio (RAJGOR;

BHASKAR; PATEL, 2011).
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Figura 5 — Esquema de liberacdo controlada de farmacos com matriz polimérica

biodegradavel.
Tempo t

Farmaco liberado
(dissalvida)

Poros formados pela
dissolucdo e difusdo
dos agregados do
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Farmaco disperso na matriz Matriz polimérica
polimérica ndo-degradada

Fonte: Adaptada de HUYNH; LEE (2014).

Lei et al. (2010) produziram stents com uma série de filmes multicamadas a base de
poli(e-caprolactona) (PCL), um polimero biodegradavel como um sistema matricial contendo
0 quimioterdpico 5-fluorouracila. A vantagem dos stents poliméricos ¢ que podem ser
carregados com maiores quantidades de farmaco do que os metélicos.

Klauss (2010) fabricou por sinterizagao seletiva alaser (SLS) dispositivos poliméricos
porosos do tipo matriz e reservatorio paraa liberagao de farmaco. Utilizou-se o polimero inerte

PEAD e o polimero bioreabsorvivel PCL com o fairmaco progesterona.

Cinética de liberacdo de farmacos

Em sistemas matriciais de polimeros inertes o firmaco ¢ liberado essencialmente por
difusdo. Enquanto que em sistemas matriciais a base de polimeros hidrofilicos, a difusdo do
soluto, o intumescimento da matriz polimérica e a degradacdo do material sdo as principais
forcas motrizes para o transporte de soluto a partir de matrizes poliméricas contendo farmaco.

Especificamente, a lei de difusdo de Fick fornece o fundamento para a descricdo do
transporte de soluto a partir da matriz dos polimeros. Difusao fickiana ou caso I refere-se ao
processo de transporte do soluto em que o tempo de relaxagdo do polimero (tr) ¢ muito maior
do que o tempo caracteristico de difusdo do solvente (td). Esse tempo de relaxagdo ¢ o tempo
que a cadeia leva para entrar em equilibrio com a presenca do soluto ou do solvente. No
transporte caso II a difusdo ¢ muito mais rdpida se comparado com o processo de relaxagdo das

cadeias, que ocorrem simultaneamente. Difusdo andmala ou nao-Fickiana ocorre quando os
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tempos da difusdo e da taxa de relaxagcdo das cadeias sdo comparaveis. O objetivo da
modelagem matematica ¢ simplificar o complexo processo de liberacdo e para se obter
conhecimento sobre os mecanismos de liberagao de um material especifico (FU; KAO, 2010).

Os fatores que podem influenciar na cinética de liberagdo do farmaco como a matriz,

o meio de liberacdo e compostos do farmaco estdo descritos na figura 6.

Figura 6 - Fatores que influenciam a cinética de libera¢ao do farmaco.

Matriz Meio de liberacao Corfr}postos do
armaco
» Composi¢ao * pH * Solubilidade
* Estrutura » Temperatura « Estabilidade
* Intumescimento * Forc¢a idnica * Interacdo com a
* Degradagio * Enzimas matriz

Fonte: adaptadade (FU; KAO,2010).

Os modelos matematicos podem ajudar a explicar o mecanismo de transporte e os mais
utilizados s@o os que descrevem o mecanismo de liberacdo do farmaco por difusdo Fickiana,
nao-Fickiana e transporte de ordem zero (tipo II). Os principais modelos utilizados na

interpretacdo de dados de liberagdo de farmacos estdo resumidos na figura 7.
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Figura 7 — Principais modelos matematicos da cinética de liberagdo de farmacos.

Modelo Equacio Aplicaciao
Higuchi M, _ kt% Difusdo Fickiana
Mo,
Ritger-Peppas ﬂ = eyt n=1, Transporte caso II;
e n=0.5, Difusdo Fickiana;

0.5 <n < 1, Difusdo nfo-
fickiana

Peppas-Sahlin Difusao nao-fickiana
Alfrey M, 1 Difusao nao-fickiana (Sigmoid)

Zero order M; Transporte caso 11

Fonte: Adaptada de FU; KAO (2010).

Higuchi (1961) descreve o mecanismo de liberagdo dos farmacos como um processo
de difusdo baseado na lei de Fick, que esta dependente da raiz quadrada do tempo. Porém, o
uso desta relacao em sistemas que intumescem pode tornar-se insuficiente. O M; representa a
quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t, M, a quantidade total de fArmaco liberado
num tempo infinito e K a constante cinética. A equacao de Ritger-Peppas (1987) é geralmente
utilizada para interpretar e descrever a liberagao do farmaco quando o mecanis mo que prevalece
nao ¢ bem conhecido ou resulta da combinagao de dois processos aparentemente independentes.
Neste modelo n € o expoente de liberagdo que, de acordo com o valor numérico que assume,
caracteriza o mecanismo de liberagdao do farmaco. Um outro modelo matematico de referéncia
¢ o de Peppas-Sahlin (1989); em uma tentativa de quantificar as contribuicdes relativas dos dois
fenomenos responsaveis pela liberagdo (difusdo e relaxamento). Neste modelo,
K; e K> representam constantes que refletem as contribui¢des relativas do mecanismo de
difusdo Fickiana e do mecanismo de erosao/relaxamento (transporte Caso II) e o coeficiente m
¢ o expoente de difusdo Fickiana da preparagdo farmacéutica que apresente uma liberagdo
modificada, qualquer que seja a sua forma. Alfrey er al. (1966) desenvolveram uma
aproximacao para o caso de transporte de solvente em um polimero. Os dois fenomenos
controladores da liberagcao podem ser considerados como aditivos. No modelo de ordem zero o

farmaco ¢ liberado no tempot € K € a constante de liberacao de ordem zero. Desse modo, um
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grafico da fragdo liberada do farmaco versus tempo serd linear se as condig¢des previamente
estabelecidas forem cumpridas. (LOPES; LOBO; COSTA, 2005) (COSTA, 2002).

Hou et al. (2011) estudaram a cinética da liberagao do 5-FU de implantes de PCL e foi
definida plotando os dados de liberagdo versus o tempo e ajustando esses dados a trés métodos
de liberagdo de farmaco amplamente utilizados de modelos cinéticos, 0 modelo de ordem zero,
o modelo Higuchi e o modelo Ritger-Peppas. A que melhor se adequou foi a equacao de Ritger-
Peppas (r>0,999).

Salmoria et al. (2018) estudaram a liberagdao dos implantes intrauterinos € o modelo
cinético que melhor descreveu a liberagdo da progesterona ¢ a de ordem zero com coeficiente

de correlacao maior que 0,99.

2.2.1 Implantes de liberagao controlada de farmacos

Um foco principal da pesquisa relacionada a medicamentos tem sido a sintese e
descoberta de agentes farmacologicamente ativos potentes para gerenciar, tratar ou curar
doencgas. No entanto, ¢ aparente que o beneficio terapéutico e a poténcia de um farmaco nao
estdo diretamente correlacionados; em vez disso, estd ligado ao método de formulagdo e
distribui¢do do medicamento no corpo. O modo de administracdo afeta varios fatores que
contribuem para a eficicia terapéutica, incluindo farmacocinética, distribuicao, captagdo e
metabolismo celular, excrecdo e depuracdo, bem como toxicidade. Além disso, os
medicamentos podem perder sua atividade farmacoldgica devido a alteragdes em fatores
ambientais, como umidade , temperatura e pH, que podem ocorrer no corpo ou durante o
armazenamento. A medida que a industria de biotecnologia continua a desenvolver novas
classes de biofarmacos, ¢ necessario melhorar a compreensao fundamental de como a entrega
de medicamentos afeta a seguranca e a eficécia, juntamente com novas tecnologias de entrega.
No entanto, a entrega de medicamentos continua a ser um desafio importante, incluindo nosso
conhecimento limitado das barreiras bioldgicas que limitam a distribuicdo de drogas. Essas
necessidades e limitagdes ndo atendidas deram origem a esforg¢os consideraveis de pesquisa
voltados para o design, implementagdo e traducdo de biomateriais para entrega de

medicamentos (FENTON, 2018) (SENAPATI 2018) (quadro 3).
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Quadro 3 - Resumo das caracteristicas dos implantes drug delivery e suas vantagens.

Caracteristicas

Potenciais vantagens

Liberacio do farmaco

localizada

O(s) medicamento(s) sdo liberados nas imediagdes do implante.
Agdo pode ser por difusdo, limitada ao local especifico de

implantagdo.

Melhora do paciente

O paciente ndo precisa cumprir repetidas e oportunas ingestdes de
medicamentos durante todo o periodo de implantagdo. A
conformidade ¢ limitada & implantacdo unica (e potencial remocao

no caso de implantes ndo biodegradaveis).

Efeitos colaterais

Liberacdo controlada por longos periodos de tempo e possivel

minimizados dosagem localizada no local de acdo; efeitos adversos longe do local
de acdo sdo minimizados; repetidos picos e vales de concentracdo da
dosagem de liberagdo do farmaco no plasma sdo evitados.

Baixa dose A implantacdo localizada de medicamentos em locais especificos

pode evitar a primeira passagem de efeitos hepaticos, reduzindo

assim a dose necessaria para garantir biodisponibilidade sistémica.

Melhora na estabilidade do

farmaco

Protecdo do farmaco de rapida degradagdo no sistema

gastrointestinal e hepatobiliar.

Adequacio em relacio a

administracdo direta

A permanéncia no hospital ou monitoramento continuo pela equipe

de satde pode ndo ser necessario para doengas cronicas.

Facil paralizaciao de

liberacao de farmacos

Se houver reagdo alérgica ou outrareacdo adversa ao medicamento,

a descontinuidade da terapia pela remogao do implante é possivel.

Fonte: Adaptada de KUMAR (2018).

Além de comprimidos e injecdes, os biomateriais foram desenvolvidos para
administrar firmacos em uma variedade de outras maneiras, como observa-se na figura 8. Os
biomateriais tém melhorado a entrega de farmacos por vias orais e injetaveis que sao os modos
mais comuns de administracdo de medicamentos, a0 mesmo tempo em que Sse cria novos
caminhos para a entrega de fdrmacos, incluindo vias pulmonar, transdérmica, ocular e nasal.
Cada rota tem suas proprias vantagens e limitagdes, exigindo que o design de biomateriais seja
exclusivamente adequado para administragdo do medicamento a via de administragao

pretendida (FENTON, 2018).
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Figura 8 - Exemplos de variados biomateriais e suas vias de liberacdo do fArmaco para uso in
Vivo.

Liberagdo ocular

Cirurgia de implante

Liberacédo oral

Liberagao sistémica

Fonte: adaptadade FENTON et a/ (2018).

2.3 DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVOS INTRAUTERINOS (DIUs) E DE TELAS
PARA A LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS.

2.3.1 Dispositivos intrauterinos (DIUs) para liberagdo de farmacos.

O uso de dispositivos intrauterinos com levonorgestrel (DIU-LNG), além de seu efeito
contraceptivo, diminui significativamente o sangramento uterino. Isso faz com que os DIUs
LNG expressem beneficios como o controle do sangramento uterino, especialmente na
metrorragia ou menometrorragia por doengas organicas como a miomatose uterina .

Este tipo de dispositivo em forma de T, tem uma haste vertical de levonorgestrel
coberto por uma membrana de polidimenilsiloxano, que regula a liberacdo de levonorgestrel.
O dispositivo inserido no ttero libera 20 microgramas de levonorgestrel por um periodo minimo

de 5 anos (figura9).
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Figura 9 - Mecanismo de acao do dispositivo intrauterino com levonorgestrel (DIU -LNG).

Cilindro com LMG
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Fonte: VALDES (2004).

Além das aplicagdes como método contraceptivo € o controle do sangramento
excessivo, 0 DIU tem sido recentemente estudado para aplicagdes no tratamento quimioterapico
do cancer do colo do utero e do endométrio. A fim de preservar a fertilidade do paciente e evitar
a cirurgia, a terapia hormonal a base de progesterona demonstrou-se um fator protetivo para o
cancer do endométrio e do ovario. No entanto, efeitos colaterais como nauseas, vomitos e dores
de cabeca estdo associados ao tratamento oral (KIM; CHAPMAN-DAVIS 2010). A
administragdo de progesterona através de um sistema de liberacdo de fArmaco intrauterino pode
ser uma rota alternativa. Um estudo feito por Salmoriaet al. (2018) detalha pela primeiravez a
producdo e caracterizacdo de um implante intrauterino de PE carregado com dois farmacos
distintos (5-FU e a progesterona). O DIU foi fabricado por sinterizagdo seletiva a laser (SLS)
como mostra a figura 10. Inicialmente o dispositivo mostrou uma liberagdo rapida devido as
caracteristicas hidrofilicas do 5-FU. E um perfil desejavel por liberar uma concentrago inicial
alta do farmaco onde se encontram as células cancerigenas apos a implantagdo. Os DIUs de
PE/5-FU/PG mostraram uma liberacdo do farmaco com valores em torno de 30 mg/g. Os
resultados demonstraram que o dipositivo desenvolvido tem potencial para o tratamento do

cancer.
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Figura 10 — DIU PEAD/5-FU/PG fabricado por sinterizagdo seletiva a laser (SLS).

Fonte: SALMORIA et al (2018).

O polietileno ¢ o polimero que melhor se adequa para a utilizagdo em implantes
intrauterinos, pois ¢ um polimero inerte e ndo-degradavel. Para o DIU ndo ¢ conveniente um
polimero que se degrada, uma vez que estes produtos podem se acumular na cavidade
intrauterina ou serem expelidos, causando desconforto para o paciente.

Uma compreensao da estrutura molecular e do processo de formagao do polietileno é
fundamental para sua aplicacdo clinica. O polietileno de alta densidade (PEAD) ¢ o mais
econdmico, mais comum e de fécil disponibilidade. O processo de fabricagdo foi otimizado
para aplicacdes comerciais em grande escala, levando a producdo de produtos de PEAD de
baixo custo e alta qualidade. O PEAD ¢ comumente usado em implantes médicos. A
biocompatibilidade do polietileno foi bem estabelecido, com uma forte énfase na
funcionalidade bioldgica do dispositivo no controle de sua biocompatibilidade geral, dada a
influéncia da resisténcia a fadiga e corrosdo em locais de suporte de carga, por exemplo.
(PAXTON, 2019).

O papilomavirus humano ¢ a principal causa de cancer cervical, mas outros cofatores
ndo virais também sao necessarios para a incidéncia da doenca. O colo uterino ¢ um tecido
responsivo ao hormdnio, e os hormonios femininos tém implicagdo na carcinogénese cervical.
YOO (2013) realizou um estudo por teste in vivo € mostrou que o receptor da progesterona

inibiu a proliferacao celular no epitélio cervical e vaginal (figura 11).
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Figura 11 - Estrutura quimica da progesterona (PG).

0

Fonte: Elaborada pelo autor.

O 5-fluorouracil (5-FU) (figura 12), como um agente quimioterapico amplamente
utilizado, foi comprovado ser eficaz em uma série de canceres, incluindo cancer colorretal e de
mama. A solubilidade do 5-FU ¢ de 12,2 mg mL™! em 4gua a temperatura ambiente, € é um
farmaco hidrofilico. O 5-FU é um anélogo do uracil com um atomo de fliior na posi¢ao C-5 no
lugar do hidrogénio . Entra rapidamente na célula usando o mesmo mecanismo de transporte
facilitado como o uracil. O 5-FU ¢ convertido intracelularmente a varios metabolitos ativos:
fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e trifosfato
de fluorouridina (FUTP), e estes metabdlitos podem levar a apoptose celular, danificando o

DNA e o RNA. O 5-FU afeta ndo apenas as células cancerosas, mas também os tecidos normais
(YUAN, 2014) (LI, 2010).

Figura 12 - Estrutura quimica da 5-Fluorouracila (5-FU).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

2.3.2 Telas poliméricas para libera¢ao controlada de farmacos

Li et al. (2010) estudaram os perfis de liberacao de farmacos de implantes cilindricos
de PCL carregados com praziquantel (PZQ) relacionados com o didmetro dos implantes e

quantidade de farmaco. Em geral, quanto maior o didmetro dos implantes, a libera¢do do
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medicamento € retardada; a liberagao mais rapida do medicamento pode ser obtida do implante
carregado com mais farmaco; a liberacao do farmaco dos implantes com tampa ¢ ligeiramente
mais lenta do que o dos correspondentes implantes sem tampa. O efeitoda carga dos farmacos
na liberacdo depende do didmetro do implante, ou seja, o efeito ¢ enfraquecido conforme o
aumento do didmetro dos implantes. Todos os dados seguem o modelo Ritger-Peppas e a
difusdo Fickiana ¢ o mecanismo de liberagdo predominante. O que ocorre com os implantes,
com o tempo de liberacdo prova que o farmaco ¢ gradualmente liberado da camada exterior
para a camada interna dos implantes.

Salmoria et al. (2017) investigaram a fabricacdo de telas reabsorviveis de poli (e-
caprolactona) /ibuprofeno (PCL/IBP) por moldagem por injecdo para aplicagdo em reparo
orbital ocular (figura 13). Os tamanhos das dimensdes dos poros usados demonstram que as
telas microporosas podem ser fabricadas por moldagem por inje¢ao usando um molde prototipo.
As propriedades mecanicas foram observadas como dependentes da composicao e morfologia
do material. Menor rigidez, resisténcia e alongamento na falha foram observados para as
amostras de 0,8 mm de tamanho de poros. As telas de PCL/ibuprofeno inicialmente mostraram
uma liberagdo rapida do farmaco, mas apo6s 3 dias a liberagdo foi lenta e controlada. Os
resultados dos testes de citotoxicidade das telas PCL/ibuprofeno indicaram que a grande
quantidade de ibuprofeno liberado foi muito alta e resultou em toxicidade celular. No entanto,
apos esta inicial liberagdo, as telas de PCL/ibuprofeno mostraram uma boa interagdo com as
c¢lulas semeadas em sua superficie. A presenga de uma baixa concentracao de ibuprofeno nao
influencia negativamente a viabilidade celular em cultura. Este sistema de liberacdo de
farmacos tém um grande potencial para tratamento quimioterdpico local em regides de lesdo

cancinogénica colorretal.

Figura 13 - Imagens do microscépio das telas de PCL fabricados por moldagem por inje¢ao

com poros de 0,5mm (a) e 0,8mm (b) PCL/IBP com poros de 0,5mm (¢) e 0,8mm (d).
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Fonte: SALMORIA (2017).
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As telas assim como o DIU podem ser carregadas com farmacos quimioterapicos. No
cancer colorretal, normalmente ocorre a ressec¢ao do tumor, € em seguida, continua-se com o
tratamento quimioterapico. Um implante polimérico bioreabsorvivel como o PCL (figura 14),
seriaa melhor escolha para este caso, pois seria implantado no local da ressec¢ao tumoral e ndo

necessitaria de uma cirurgia de retirada por ser bioreabsorvivel.

Figura 14 - Estrutura quimica da policaprolactona (PCL).
0

Catalisador

caprolactona PCL

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.3.3 Nanocarreamento micelar de farmacos

A nanotecnologiatem proporcionado uma verdadeira revolu¢do na medicina, em que
se utiliza sistemas ou particulas de tamanhos nanométricos. A evolucao nos métodos de sintese
e no entendimento das propriedades das nanoparticulas tem possibilitado o desenvolvimento de
sistemas para o tratamento do cancer, como o sistemade drug delivery diretamente nas células
cancerosas, diminuindo os efeitos colaterais e potencializando a agdo do principio ativo (JAIN,
2008) (SENAPATI, 2018).

Micelas como suspensdo coloidal formada a partir de agentes micelares como
surfactantes tém atraido atencdo consideravel devido as varias vantagens no tratamento do
cancer e em sistemas de liberacao de farmacos. Estas estruturas tém provado sua capacidade de
transportar farmacos quimioterapicos pouco soliiveis em meios polares ou apolares, como
regides celulares com predominancia de proteinas hidrofobicas; melhorar a estabilidade do
farmaco e aumentar o acimulo do farmaco no local do tumor, levando a melhora na eficacia
terapéutica. Micelas sdo compostas de componentes hidrofobicos e hidrofilicos arranjados
principalmente em estruturas esféricas nanométricas podendo ser micelas normais (centro
apolar e superficie polar) ou micelas reversas (centro polar e superficie apolar) (figura 15).

(HANAFY etal., 2018) (PEER, 2007) (BATRAKOVA,2000).
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Figura 15 - Tlustragdo da estrutura de micelas (a) reversas e (b) normais.
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Fonte: adaptada de Baruwati (2007).

Uma alternativa para aumentar a eficacia no local de interesse e reduzir efeitos
sistémicos ¢ através da utiliza¢ao de implantes poliméricos com nanocarreadores, como micelas
que facilitam o transporte controlado de quimioterapicos (JAIN, 2008). Comparado ao
quimioterapico convencional, agentes portadores de fArmacos em nanoescala tém demonstrado
potencial para enfrentar alguns desses desafios, melhorando a eficacia do tratamento, evitando
toxicidade em células normais devido a caracteristicas como o acimulo de alta seletividade em
tumores por meio do efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) (SENAPATI, 2018).

A incorporac¢do dos fairmacos aos nanocarreadores pode ocorrer por diversos métodos,
que em muitos casos utilizam mecanismos de auto-organizacao. Os farmacos podem, por
exemplo, ser dispersos em uma matriz polimérica, encapsulados no nucleo ou adsorvidos na
superficie dos nanocarreadores. O uso de micelas como nanocarreadores fazem o transporte do
farmaco e oferecem um niimero de vantagens incluindo principalmente absor¢do intracelular
relativamente maior em comparagdo com as microparticulas (REIS, 2006) (ZHANG, 2014). O
quimioterapico paclitaxel encapsulado em micelas poliméricas mostrou alta capacidade de
eficiéncia em pacientes com neoplasias malignas avancadas (SHI et al, 2015). Outro estudo
feito por YUAN et al. (2014) avaliaram qualitativamente a compatibilidade do polimero-
farmaco, e a fun¢do das micelas era o transporte do quimioterapico 5-flourouracil (5-FU).

Sistemas de micelas poliméricas tem se tornado cada vez mais importante na
oncologia, e todas as evidéncias sugerem uma expectativa crescente no tratamento do cancer
(GONG, 2012). As micelas atuardo como agente transportador do farmaco (nanocarreadores

de farmacos) no tratamento de cancer em tecidos epiteliais e conjuntivos, bem como cancer do
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colo do utero, potencializando os efeitos benéficos dos agentes terapéuticos e minimizando
possiveis efeitos colaterais.

Um emulsionante anidnico do grupo dos sais de ésteres fosforicos € o cetil fosfato de
potassio (amphisol® K) (figura 16), que pode ser utilizado para a formacdo de micelas

nanocarreadoras de farmaco. Facilitando o transporte do farmaco até o local do tumor.

Figura 16 - Estrutura quimica do surfactante cetil fosfato de potassio (CFP).

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.4 MOLDAGEM POR INJECAO (MI)

A moldagem por inje¢do ¢ uma das técnicas de processamento polimérico mais
importantes para a area de implantes médicos. O foco principal € a producdo de pegas com
complexidade geométrica, performance mecanica, conformidade dimensional e
biocompatibilidade (SALMORIA, 2017).

A MI € um processo ciclico e possui estagios (FERNANDES et al., 2016) (figura
17), o ciclo de injecdo ¢ o intervalo total de tempo entre o instante em que o molde se fecha
durante um ciclo e o periodo correspondente em que ele se encerra no ciclo seguinte. O ciclo
da maquina ¢ a soma do tempo para inje¢ao, do tempo para resfriar a pega injetada, e do tempo

de abertura e fechamento do molde (HARADA, 2004).
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Figura 17 - Ciclo de inje¢do e as etapas de uma maquina injetora.
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Fonte: Adaptado de HARADA (2004).

Fechamento: O fechamento do molde ¢ realizado pelo sistema hidraulico, que
movimentaa placa mével na dire¢do da placa fixa.

Injecao (preenchimento): o polimero fundido ¢ injetado sob pressdo dentro de um
molde fechado.

Recalque: finalizando o preenchimento das cavidades com volume de fundido maior
que o volume real da cavidade, a pressao nas paredes ¢ mantida constante até a solidificacao da
peca. Esta manutencdo da pressao nas cavidades ¢ conhecida como recalque, e se destina a
compensar a contragao da pe¢a moldada durante seu resfriamento.

Plastificacdo: o parafuso gira e o polimero ¢ transportado e aquecido dentro do
cilindro de injecdo até atingir o estado fundido.

Resfriamento: tempo para a pega resfriar dentro do molde até que seja suficientemente
rigida para ser ejetada.

Abertura e extracio: abertura do molde para retirar a peca.

Na figura 18 observa-se a maquina injetora dividida em duas unidades, uma de injecao
e outra de fechamento. O material em pellets ou em p6 ¢ adicionado no funil e passa pelo
cilindro com bandas de aquecimento. O material se funde conforme passa pelo parafuso e chega

até o molde para a inje¢ao da pega final.
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Figura 18 — Partes da maquina injetora de termoplésticos.
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Fonte: Adaptada de FERNANDES, et al. (2016).

2.4.1Parametros de processo

Na moldagem de termoplasticos pelo processo de inje¢do deve-se levar em conta a
grande quantidade de fatores que podem afetar os resultados tanto em termos de performance
como econdmicos.

Segundo (GALDAMEZ; CARPINETTI, 2004) (HARADA, 2004) (CAVALHEIRO,

2007) os principais pardmetros de processo sao:

Temperatura da massa plastica: Para que o polimero preencha a cavidade do molde
¢ necessario que sua viscosidade seja reduzida até um valor ideal, determinado pelas dimensdes
dos canais de injecao, espessura da peca, e pressao disponivel. Esta diminuic¢ao de viscosidade
¢ obtida através do aumento no calor transmitido ao polimero diretamente pelas resisténcias de
aquecimento do cilindro e pelo calor gerado pelo atrito da massa polimérica ao ser
movimentado para a parte frontal do cilindro da injetora.

Pressao de injecao: ¢ a pressao com que o material € injetado no molde. A pressao de
injecdo a ser adotada depende da facilidade de fluxo do material usado, complexidade da pecga

e temperatura do molde.



57

Pressao de recalque: ¢ a pressdo que atua dentro do tempo de recalque. Essa operacao
¢ realizada no processo de moldagem pléstica para garantir que todas as cavidades do molde
sejam completamente preenchidas e evitando rechupes, linhas de solda e empenamento.

Tempo, posicao ou pressao de comutacgao: ¢ a passagem do final da fase de injecao
para o recalque. Esta passagem pode ser controlada pelo tempo de injecdo, por posicao de
injecdo, por pressdo de inje¢ao, para na sequéncia atuar o recalque.

Velocidade de rotacao do parafuso: influencia a temperatura de massa devido o
atrito. Quanto maior for seu valor, maior serd a velocidade de escoamento do material pela
cavidade, consequentemente, maior a taxa de cisalhamento.

Contrapressio: ¢ a pressdao que se opde ao retorno da rosca durante a dosagem do
material. Esta pressdo evita que o parafuso recue por conta da pressdo do material fundido
durante a dosagem.

Temperatura do cilindro de aquecimento: influencia na temperatura da massa. As
zonas de aquecimento do cilindro servem para controlar a temperatura, sendo compostas de
resisténcias elétricas que fornecem calor para compensar as perdas de calor do cilindro para o
ambiente.

Curso de dosagem: Nas injetoras o curso de dosagem possui uma escala, graduada,

para referéncias nas proximas injegoes.

A fabricagdo de implantes para liberacao controlada de farmacos por moldagem por
injecdo iniciou em 2010. CHEN et al. (2014) investigaram o preparo e as propriedades de
implantes injetados a base de policaprolactona (PCL) com o quimioterapico 5-fluorouracila (5-
FU) com foco no tratamento de tumores malignos. Os implantes foram preparados por
moldagem por injecdo e os efeitos da carga de farmacos do poli (etileno glicol) (PEG) como
aditivo na liberacdo do farmaco foram investigados. O teste de liberagdo in vitro mostrou que
a duracao da liberacao do medicamento variou de 18 a 565 h dependendo da composi¢ao do
implante. Depois da injecdo intratumoral, a liberagao in vivo de 5-FU dos implantes PCL/5-
FU25% e PCL / PEG5%/5-FU25% foram aparentemente acelerados. O presente estudo
demonstrou que os implantes com carga de 5-FU minimizaram a exposi¢ao sist€émica do
farmaco e exerceram atividade antitumoral desejavel.

Garcia (2014) estudou a viabilidade da moldagem por inje¢ao para a fabricacdo de
stents para a desobstrugao das artérias e liberacdo do farmaco, usando-se um polimero bioinerte
(PEBD) e um polimero bioreabsorvivel (PCL). Os stents foram moldados sem fairmaco e com

o farmaco 4cido acetil-salicilico (AAS). Concluiu-se que foi possivel fabricar moldes em
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aluminio e injetar stents poliméricos com farmaco moldados por injecao. Salmoria et al. (2017)
estudaram o processo de moldagem por inje¢do para a fabricagdo de telas poliméricas
reabsorviveis de policaprolactona/ibuprofeno (PCL/IBP) para o reparo da 6rbita ocurar. Esta

técnica de fabricagdao ¢ a mais economicamente viavel para a producao em largaescala.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo foram descritas as sequéncias experimentais dos dois implantes, o do DIU
e a datela. Assim como, os parametros utilizados na fabricagdo do molde e na injecao das pecas,

além de todos os ensaios de caracteriza¢do mecanica e bioldgica.

3.1 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Primeiramente, foi realizado o projeto dimensional do DIU e da tela, a escolha dos
farmacos a serem utilizados e os polimeros. Em seguida, foi feito o design do DIU e da tela
através do software CAD Solidworks® com as dimensdes requeridas. Com a ajuda do software
de simulagdo de injecdo foi possivel verificar se as dimensdes requeridas foram atendidas. A
etapa do design e simulagdo € importante para evitar erros de projeto

Na etapa seguinte, foi fabricado os moldes para serem utilizados na moldagem por
injecdo. Neste estudo foram fabricados dois moldes, 0 molde do DIU e da tela.

Nas etapas subsequentes, as pecas foram injetadas utilizando-se dois polimeros, o
polietileno de alta de densidade (PEAD) no DIU e a policaprolactona (PCL) na tela (figura 19).
A peca do DIU ¢ composta dos farmacos 5-fluorouracila e a progesterona e a tela contém o
farmaco 5-fluorouracil. O surfactante cetil fosfato de potassio (CFP) também foi utilizado para
a formagao de micelas.

Por fim, foram feitas analises de microscopia eletronica de varredura (MEV),
espectroscopia por infravermelho (FTIR), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e ensaios
mecanicos (DMA). Outra analise feita foi a de liberagdo controlada dos farmacos, e a
caracterizagdo biologica foi realizada através da cultura celular (in vitro) para o teste de

citotoxicidade e citocompatibilidade.
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Figura 19 — Fluxograma da geometria do implante e para qual tratamento de cancer esta
relacionado.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A sequéncia de etapas deste estudo estd demonstradana figura 20 para o DIU e figura

21 paraa tela.



Figura 20 — Fluxograma da sequéncia experimental do dispositivo intrauterino (DIU) de

PEAD.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 21 - Fluxograma da sequéncia experimental da tela de PCL.
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3.2 MATERIAIS UTILIZADOS

Nesta sessao foram descritos os materiais utilizados tal como os polimeros, farmacos
e suas propriedades, assim como os aparelhos utilizados na caracterizacdo e os parametros

escolhidos.

3.2.1 Polietileno de alta densidade (PEAD)

Utilizou-se o polietileno de alta densidade (PEAD) fabricado pela BRASKEM para a
fabricacdo do DIU, com temperatura de fusdo (Tm) de 136,14 °C, indice de fluidez de 6,4 g/10
min, e densidade de 0,957 g/cm?®a 25 °C. Os pellets de 4 mm possuem cristalinidade de 62,41%.
No quadro 4 sdo apresentadas as propriedades do PEAD.

Quadro 4 - Propriedades do polietileno de alta densidade (PEAD).

Polietileno de alta densidade (PEAD)

Tipo de polimerizagao Coordenagao
Tipo de cadeia Linear/Apolar
Densidade (g/cm?) 0,94 - 0,97
Cristalinidade (%) até 95

Tm (°C) 130 - 135

Tg (°C) -110

AH (J/g) 130-141
Resisténcia a tragao (MPa) 43

Moédulo de elasticidade (GPa) 0,9

Peso Molecular (g/mol) 200.000-500.000

Fonte: Adaptada de COUTINHO (2003).

3.2.2 Poli(e-caprolactona) (PCL)

O polimero que foi utilizado neste estudo para a fabricagdo da tela ¢ poli(e-
caprolactona) (PCL) que foi fornecido pela empresa Sigma-Aldrich (referéncia 440744) na
forma de pellets com didmetro médio de 3 mm. Possui massa molar em torno de 70.000 a
90.000 g/mol com temperatura de fusdo de 60 °C, densidade de 1,145 g/mL a 25 °C e indice de
fluidez 1.00 g/10min. No quadro 5 observa-se as propriedades do PCL.



Quadro 5 - Propriedades do poli(e-caprolactona) (PCL).

Poli(e-caprolactona) (PCL)

Tipo de polimerizagao (cadeia)
Abertura de anel

Tipo de cadeia Linear/ polar

Densidade (g/cm?®) 1,14

Cristalinidade (%) 55

Tm, °C 59-64

Tg (°C) -60

AH (J/g) 65-75

Resisténcia a tracdo (MPa) 16,9

Moédulo de elasticidade 0,4

(GPa)

Tempo de degradacio 24-36

(Meses)

Fonte: Adaptada de WANG (2016).

3.2.3 5-Fluorouracil (5-FU)

O farmaco 5-fluorouracil ¢ um agente antineoplasico fabricado pela Nantong Haiers
Pharmaceutical Co., Ltd/China e fornecido pela Fagron SM Empreendimentos Farmacéuticos
Ltda. A temperatura de fusdo ¢ de 290,52 ° C, peso molecular de 130,08 g/mol e o farmaco ¢

fornecido na forma de p6. E um farmaco hidrofilico, cuja solubilidade em agua é 12,2 mg/mL.

3.2.4 Progesterona (PG)

A progesterona ¢ um hormonio esteroide, um farmaco lipofilico. E possui temperatura
de fusdo entre 128-132 °C e peso molecular de 314,46 g/mol. A progesterona foi fabricada pela
Hubei Gedian Humanwell Pharmaceutical Co., Ltda/China e fornecido por Fagron SM

Empreendimentos Farmacéuticos Ltda.

3.2.5 Surfactante cetil fosfato de potassio (CFP)

O cetil fosfato de potassio (CFP) ¢ um emulsionante anionico 6leo/agua. Apresenta

alta estabilidade mesmo sob variacdes de temperatura e pH, devido a formacao de cristais
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liquidos. Exibe coloracao branca e temperatura de fusdo entre 153-157 °C. Possui formula
molecular CisH3404P.K e peso molecular de 360,51 g/mol.

A mistura do polimero com os farmacos foi feita de forma manual para diminuir os
custos de producdo, com a adi¢do de 7% de cada farmaco quando na composicao tem dois

farmacos e 10% de farmaco quando tem apenas um farmaco na composigao.
3.3 DEFINICAO DA GEOMETRIA E DIMENSOES DO DIU E DA TELA POLIMERICA

O projeto do DIU foi feito no software CAD SolidWorks® 2017 na forma de ancora
(figura 22). A haste central possui a medida de 30 x 5 x 2 mm (medidas no APENDICE A).
Area de 8,49 cm? e volume de 0,50 cm?, o DIU pesa 0,42 g. A geometria e dimensdo do DIU

foi adaptada dos DIUs que ja sdo comercializados devido sua anatomia e facilidade na insercao.

Figura 22 — Desenho do DIU no software CAD SolidWorks® (a) renderizado (b) com as

medidas em mm.

oY

Fonte: Elaborada pelo autor.

O projeto da tela polimérica com poros de 2 mm, comprimento 50 x 25 mm e espessura
de 1 mm foi feita também no software CAD Solidworks® 2017 (figura 23) (medidas no
APENDICE B) com érea de 25,98 cm?, volume de 0,712 cm? e peso da tela de 0,34 g.
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Figura 23 — Desenho da tela no software CAD Solidworks® (a) renderizado (b) com as

medidas em mm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.1 Software de simulag¢dao da moldagem por injecdo do DIU e da tela.

A simulagao de inje¢ao dos corpos de provas do DIU e da tela no software CAD foi
realizadano Autodesk Moldflow® 2019. No software ¢ possivel escolher o polimero e o ponto
de injecdo. A simulagdo ¢ utilizada para visualizar eventuais erros de preenchimento e assim

corrigir o projeto, assim como testar o melhor ponto de injecdo e melhorar o tempo de

preenchimento.

Na figura 24 observa-se a simulacdo do DIU com o polimero PEAD e o melhor ponto

de injecdo indicado na parte inferior da peca, e foi possivel estimar o tempo de preenchimento

no molde que foide 1,04 s.

Figura 24 — Simula¢do de inje¢do no Moldflow® do DIU com o polimero PEAD.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na figura 25 observa-se a simulagdo da tela com a utilizagdo do polimero PCL. O

ponto de injecao escolhido possibilitou o preenchimento total da peca no tempo de 1,13s.

Figura 25 - Simulag¢do de inje¢do no Moldflow® da tela com o polimero PCL.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.2 Fabrica¢ao do molde em resina e aluminio

Os moldes em resina epoxi foram utilizados nas dimensdes 70 x 70 x 30 mm. Primeiro
foi feito o fresamento para homogeneizar a superficie (Powermax ZX 50 FC) e depois utilizado
para a furagdo no molde para o encaixe do extrator da maquina injetora.

Em seguida, o perfil do DIU foi usinado na maquina CNC da ROLAND MDX 540 (26
(a) e (b)). Através da CNC ¢ possivel usinar geometrias complexas e utilizar mais de uma
ferramenta com diametros diferentes. A CNC apresenta um sistema de coordenadas X, Y e Z
em que a maquina se movimenta. Uma definicdo importante ¢ o ponto zero. O ponto zero
também pode ser denominado como ponto de referéncia do programa e zero-peca. Apds
escolher os parametros o software indica o tempo total de usinagem da peca e a simulagdo do
molde final.

A fabricagdo foi feita em duas etapas: primeiro foi a operacao de desbaste que visa dar
forma a pecga e segundo o acabamento que ¢ o resultado da pega final. O tempo total de

usinagem do molde de resina foi de 3,6 horas.
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Figura 26 - Usinagem CNC em resina: (a) primeira etapa de desbaste do molde do DIU
(b) acabamento do molde do DIU.

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foram feitos testes com diferentes pardmetros até encontrar os mais adequados com
um bom acabamento superficial sem rugosidade (tabela 1). Na fabricacdo do molde em resina
do DIU a ferramenta utilizada para o desbaste e acabamento foram os mesmos. Alterou-se

parametros como profundidade de corte axial e corte radial.
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Tabela 1- Parametros de corte para a fabricagdo do molde em resina do DIU.

PARAMETROS DESBASTE ACABAMENTO

(RESINA)

Velocidade de corte (vc- feed rate) 360 360

[mm/min]

r.p.m. do cabecote (spindle) [r.p.m.] 12000 12000

Profundidade de corte axial (ap- cutting-in | 0,2 0,1

amount) [mm|

Profundidade de corte radial (ae- path 0,6 0,1

rate) [mm]

Sobremetal (finish margin) [mm] 0,1 0

Tipo de corte Discordante Discordante
(upcut) (upcut)

Ferramenta E2-1-38-3 E2-1-38-3

Fonte: Elaborada pelo autor.

As ferramentas da méaquina possuem uma nomenclatura para identificagcdo, o E
significa que a ferramenta ¢ de topo esférico, o primeiro nimero ¢ o nimero de gumes, o
segundo ¢ o diametro, o terceiro € o comprimento de corte € o quarto corresponde ao
comprimento total.

Foi testado o molde prototipo do DIU em resina na injetora para verificar a eficacia do
molde e posteriormente usinar o molde em aluminio para ser o molde definitivo por ter uma

maior resisténcia e ser possivel a reprodutibilidade das pegas (figuras 27 (a) e (b)).
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Figura 27 — Usinagem CNC: (a) da cavidade do molde do DIU (b) molde do DIU em

(@)

aluminio com canal de injeg

ao pronto.

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os parametros foram ajustados conforme mostra a tabela 2. A velocidade de corte €

menor para o molde de aluminio, pois pode ocorrer a quebra da ferramenta. No molde de

aluminio a usinagem levou 3,7 horas, um pouco a mais que o de resina, pois a velocidade de

corte precisa ser reduzida.

Tabela 2 - Parametros de corte para a fabricagdo do molde em aluminio do DIU.

PARAMETROS DESBASTE ACABAMENTO
(ALUMINIO)

Velocidade de corte (vc- feed rate) [ mm/min] 240 120

r.p.m. do cabecote (spindle) [r.p.m.] 12000 12000
Profundidade de corte axial (ap- cutting-inamount) | 0,05 0,1

[mm]

Profundidade de corte radial (ae- path rate) [mm] 0,6 0,1

Sobremetal (finish margin) [mm] 0,05 0

Tipo de corte

Ferramenta

Discordante Discordante

(upcut) (upcut)
E2-1-3-38  E2-1-3-38

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Utilizou-se os moldes em resinas com as dimensdes 70 x 70 x 30 mm para usinar o
perfil da tela. Na figura 28 (a) observa-se a usinagem da tela na maquina CNC e no (b) o molde
em resina pronto. Antes de fabricar o molde definitivo em aluminio, usinou-se o protdtipo em

resina para testar a eficdciada injecdo e reprodutibilidade.

Figura 28 — Usinagem do molde da tela (a) em resina (b) molde da tela em resina com o canal

de inje¢do pronto.
a8 .

(a) (b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na tabela 3 observa-se os pardmetros de corte utilizados e o tempo de usinagem do
molde da tela de resina foi de 10,4 horas. Por ser uma geometria mais complexa que o DIU o

tempo de usinagem foi mais elevado.
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Tabela 3 - Pardmetros de corte para a fabricagdo do molde em resina da tela.

PARAMETROS DESBASTE ~ ACABAMENTO

(RESINA)

Velocidade de corte (vc- feed rate) 240 120

[mm/min]

r.p.m. do cabecote (spindle) [r.p.m.] 12000 12000

Profundidade de corte axial (ap- cutting- | 0,05 0,1

in amount) [mm]

Profundidade de corte radial (ae- path 0,6 0,1

rate) [mm]

Sobremetal (finish margin) [mm] 0,05 0

Tipo de corte Discordante Discordante
(upcut) (upcut)

Ferramenta E2-1-3-38 R2-0,5-1,5-38

Fonte: Elaborada pelo autor.

Usinou-se o0 molde da tela em aluminio para ser utilizado na injetora (figura 29). O

furo no molde para o extrator foi projetado para que fosse na regido do canal para nao prejudicar

a geometriada tela.

Figura 29 - Molde da tela em aluminio com canal e furo para o extrator.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os parametros de corte para o molde de aluminio da tela estdo na tabela 4. Apos

adicionar os parametros no programa ¢ possivel ver a simulacdo da peca final e o tempo de
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usinagem. Assim, ainda € possivel alterar os parametros caso seja necessario. Como no molde
de resina, no molde de aluminio utilizou-se duas ferramentas, uma para o desbaste e outra para

0 acabamento. O tempo de usinagem do molde de aluminio foi de 17,9 horas.

Tabela 4 - Parametros de corte para a fabricacdo do molde em aluminio da tela.

PARAMETROS DESBASTE ACABAMENTO

(ALUMINIO)

Velocidade de corte (vc- feed rate) 160 160

[mm/min]

r.p.m. do cabecote (spindle) [r.p.m.] 12000 12000

Profundidade de corte axial (ap- 0,05 0,05

cutting-in amount) [mm]

Profundidade de corte radial (ae- path | 0,6 0,3

rate) [mm]

Sobremetal (finish margin) [mm] 0,05 0,2

Tipo de corte Discordante Discordante (upcut)
(upcut)

Ferramenta E2-1-3-38 R2-0,5-1,5-38

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.3 Parametros e fabrica¢cdo por moldagem por inje¢ao

Na figura 30 observa-se a maquina de moldagem por injecao Arburg 270S 250-70 que
foi utilizada neste trabalho e pertence ao laboratorio de nucleo de inovagdo em moldagem e

manufatura aditiva (NIMMA -UFSC). O parafuso utilizado foi de 12 mm.
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Figura 30 — Maquina de moldagem por inje¢do Arburg 270S 250-70 utilizada para
a fabricagdo das pecas.

Unidade de fechaménto™

Fonte: Elaborada pelo autor.

A tabela 5 apresenta os pardmetros que foram utilizados para injetar as pecas do DIU
de PEAD. Estes parametros sdo baseados no trabalho de Garcia (2014) e Salmoria e Sibilia
(2017) que utilizaram os polimeros PE e PCL, mas houve reajustes como temperatura e pressao
de injecdo. Alguns parametros foram alterados quando se adicionou os farmacos. A

progesterona apresentou uma maior dificuldade de inje¢dao do que o 5-fluorouracil.

Tabela 5 - Parametros utilizados na maquina injetora utilizando o polimero PEAD.

PARAMETROS (DIU) PEAD PEAD/ PEAD/ PEAD/ PEAD/
5-FU PG 5-FU/ PG 5-FU/CFP

Pressdo de injeciao (Bar) 600 620 620 620 550

Velocidade de injecao 10 10 10 10 10

(cm?/s)

Ponto de comutac¢ao (cm?) 1 1 1 1 1
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Pressao de recalque (Bar) 580 580 600 600 580
Tempo de recalque (s) 1 2 2 2 2
Contrapressao (Bar) -40 -50 -50 -40 -50
Velocidade de dosagem 80 80 80 80 80
(mm/s)
Forc¢a para manter fechado | 14 14 14 14 14
o molde (kN)
Tempo de resfriamento (s) 12 12 12 12 12
Tempo de retardo para 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
dosagem (s)
Temperatura do molde (°C) | 30 30 30 30 30
Temperaturas no canhao 150 150 150 150 150
(zonas 1,2,3 e 4) (°C) 180 180 160 160 180
210 210 180 180 190
250 220 200 200 205

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 31 tem-se o molde fixado no porta molde na maquina injetora em (a) resina

(b) e em aluminio. Nao houve diferenga significativa nas pegas injetadas em molde de resina e

de aluminio, as pecas apresentaram um bom acabamento. Como o prototipo em resina

apresentou um bom desempenho, fez-se o molde definitivo em aluminio para a fabricacao de

todas as pecas.
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Figura 31 - Molde montado no porta molde na maquina injetora em (a) resina e (b) aluminio.

(a) (b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nas figuras 32 e 33 observa-se as pegas injetadas com as buchas. O polimero PEAD
apresenta facilidade de ser injetado devido sua viscosidade, o que contribui na fabricagdo de
pecas em larga escala. ApoOs a peca ser injetada e esperar o tempo de resfriamento o molde se

abre e o extrator facilitaa retirada da pe¢a do molde.

Figura 32 — Peca do DIU apos ser injetada e retirada com o extrator.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Quando se adiciona farmacos junto com o PEAD ¢ necessario a mudanga dos

parametros para ocorrer a inje¢ao das pegas.

Figura 33 - DIUs com canal de alimenta¢ao moldados por inje¢ao de PEAD/5-FU/PG em
molde de aluminio.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A tabela 6 apresenta os parametros utilizados na maquina injetora para a fabricacdo
das pecas da tela de PCL. Teve-se uma maior dificuldade para a moldagem da tela e encontrar
os parametros adequados para a inje¢ao e isso ocorreu devido a complexidade da geometriada
peca e viscosidade do polimero. Apesar da temperatura de fusdo do polimero PCL ser baixa
(~60°C) o material ¢ bastante viscoso, por isso € necessario trabalhar com uma temperatura

mais elevada.

Tabela 6 - Parametros utilizados na maquina injetora da tela de PCL.0

PARAMETROS (TELA) PCL PCL/ 5-FU PCL/ 5-FU/ CFP
Pressao de injecao (Bar) 2500 2500 2500

Velocidade de injecdo (cm?/s) 10 30 30

Ponto de comutacio (cm?) 1,2 1,2 1,2

Pressao de recalque (Bar) 860 860 860

Tempo de recalque (s) 2 2 2

Contrapressao (Bar) -40 45 -50
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Velocidade de dosagem (mm/s) 40 45 60
Forca para manter fechado o molde | 14 14 14
(kN)
Tempo de resfriamento (s) 100 100 100
Tempo de retardo para dosagem (s) 0,5 0,5 0,5
Temperatura do molde (°C) 30 30 30
Temperaturas no canhio (zonas 1,2,3 e | 125 125 125
4) (°O) 170 160 160
200 190 180
230 225 215

Fonte: Elaborada pelo autor

Com o molde em resina foi possivel injetar as pecas, mas para a fabricacdo de uma
grande quantidade de amostras ¢ mais adequado utilizar o molde de aluminio. Na figura 34 (a)
tem-se 0 molde de aluminio da tela fixado no porta molde da injetora e na figura 34 (b) a pega
com o canal de alimentag¢ao extraida do molde. Apos a extragdo da peca do molde inicia-se todo

o ciclo novamente.

Figura 34 — Molde na maquina injetora: (a) molde em aluminio montado no porta molde (b)
Peca injetada.

Ide de aluminio

—

(a) (b)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O que dificulta encontrar os pardmetros adequados quando se tem mistura de farmacos
com o polimero ¢ a temperatura de degradacdo. E assim ndo € possivel trabalhar com
temperaturas muito elevadas, outros parametros devem ser ajustados para se conseguir injetar

as pecas. Na figura 35 a pega da tela apresentou um bom acabamento.

Figura 35 — Peca final da tela em PCL com os farmacos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 METODOS E TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Nesta sessdo foram descritos os aparelhos utilizados para a caracterizagdo e seus

parametros.

3.4.1 Microscopiaeletronica de varredura (MEV)

Foram utilizados corpos de provas nas dimensdes ~5x5 mm retirados da haste central
do DIU e da malha da tela para a investigacdo das caracteristicas microscopicas através de um
microscopio eletronico de varredura modelo HITACHI TM3030, disponibilizado no
Laboratorio CERMAT-UFSC, com voltagem de aceleragdo: SkV e 15kV; magnificagdo 15x a
30.000x. Antes das analises as amostras foram recobertas em ouro através de um metalizador
modelo D2 Diode Sputtering System. Foi feita a analise do formato e distribui¢a@o das particulas
de farmaco. Também foi realizada a caracterizagdo quimica pela técnica de espectroscopia de

energia dispersiva (EDS) para identificar as particulas de faArmaco.
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3.4.2 Espectroscopiade infravermelho (FTIR)

A técnica de FTIR ¢ utilizada para a identificacdo, e determinacdo de grupos
funcionais, além da obteng¢do do espectro vibracional completo da molécula (CANEVAROLO,
2007). Foi utilizado um espectrofotémetro de infravermelho Perkin-Elmer Frontier MIR/NIR
(figura 36) do LEBm (UFSC) com a técnica de reflectancia total atenuada (ATR). A regido
espectral do infravermelho corresponde a radiacdo com um niimero de onda entre 4000 e 400
cm! e resolu¢do de 4 cm™. Os grupos funcionais caracteristicos de cada polimero foram

identificados e verificou-se possiveis altera¢des decorrentes da degradacao.

Figura 36 — Espectrofotometro de infravermelho (FTIR).

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4.3 Calorimetro diferencial de varredura (DSC)

Os testes de DSC foram feitos em um calorimetro diferencial de varredura Perkin-
Elmer 4000 (figura 37) do laboratério de engenharia biomecanica (LEBM) da UFSC. As
amostras foram cortadas no micrétomo em laminas em torno de 5 mg. As amostras foram
aquecidas de 0 a 300 °C numa taxa de 10 °C/min. Realizou-se uma varredura de 4.000 a 400
cm!. Nesta analise identificou-se a cristalinidade e temperatura de fusdo (Tm) dos polimeros e

o efeito da presenca do farmaco nestas propriedades.
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Figura 37 — Aparelho de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Além da possibilidade de determinar as temperaturas de transicdes também foi
possivel obter uma estimativa da cristalinidade do material e as quantidades das substancias em
uma mistura. A cristalinidade pode ser determinada relacionando a entalpia de fusdo do material
semicristalino (AHm) com a entalpia de fusdo do mesmo material caso fosse 100% cristalino
(AHmO), no caso do polietileno (PEAD), 293 J/g e da policaprolactona (PCL) de 139,5 J/g. O

grau de cristalinidade pode ser obtido utilizando a equagdo 1:

AHmM
AHmMo

Xc =100 X

(Equacao 1)

Onde:
Xc = grau de cristalinidade
AHm = entalpia de fusdo da amostra

AHmo = entalpia de fusdo do polimero

3.4.4 Ensaios mecanicos

Corpos de prova retirados da haste do DIU nas dimensdes 29x5mm e da tela 28,3x24,5
mm fabricados com os polimeros PEAD e PCL respectivamente carregados com os farmacos
foram avaliados mecanicamente sob flexdo com a garra tipo cantilever inico, no equipamento
de andlise dinamico-mecanica DMA Q800 da TA Instruments (figura 38), no laboratdrio

NIMMA da UFSC. As amostras foram fixadas entre duas garras, uma fixa e outra movel. Os
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ensaios realizados foram de flexdo, de fadiga e dindmico-mecanico, e utilizou-se 3 amostras

para cada condicao.

Figura 38 — (a) Equipamento de analise dindmico-mecanica DMA Q800 da TA Instruments
(b) amostra de DIU fixada na garra tipo cantilever unico. (¢) amostra da tela fixada na garra
tipo cantilever tnico.

(©)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados obtidos desses ensaios foram submetidos a analises estatisticas de

analises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey que consiste em comparar todos os possiveis
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pares de médias e se baseia na diferenca minima significativa (D.M.S.), considerando os

percentis do grupo.

3.4.4.1 Ensaio de flexdo

No ensaio de flexao, os corpos de prova foram submetidos a uma taxa de carregamento
de 2N/minuto, até uma for¢a de 18N (for¢a méxima do equipamento) e isoterma de 3 min. Para
um melhor controle dos resultados todos os ensaios foram realizados em cadmara fechada com
uma temperatura estavel de 30 °C. Deste ensaio ¢ obtida uma curva de tensao (MPa) versus
deformacao (%), e a partir da mesma € possivel obter informag¢des como o modulo de flexdo
(E) e as tensdes maximas.

O modulo de flexao caracteriza rigidez do material até¢ uma certa deformagao, ja que
os materiais poliméricos apresentam comportamentos viscoelasticos. Esse modulo, portanto,
foi calculado utilizando uma regido linear de até¢ 2% de deformagao. Como o movimento das
garras nao ¢ grande o suficiente para ocorrerem grandes deformagdes plasticas e, por isso nao
ser possivel obter uma tensdo méaxima de ruptura, foi estabelecido uma deformacao de 5% e

10% como base de comparacao das tensdes que ocorrem acima da regido eléstica.

3.4.4.2 Ensaio de fadiga

Para o ensaio de fadiga, os corpos de prova de PCL e PEAD foram submetidas a uma
amplitude de deslocamento de 1500 um para cada componente (ascendente e descendente), com
frequénciade 1 Hz, a uma temperatura estavel de 37 °C, com o objetivo de simular a estadiano

interior do corpo humano.

3.4.4.3 Ensaio dindmico-mecanico (DMA)

Utilizando um ensaio dindmico de flexao em dois pontos (cantilever inico) com uma
variagao de temperatura, foi possivel verificar o comportamento viscoelastico das amostras
relacionados a0 modulo de armazenamento (E’) que ¢ uma medida da energia mecanica que o
material € capaz de armazenar na forma de energia elastica, também se verificou o médulo de
perda que ¢ a energia pléstica (E’’) e, por fim, do amortecimento ou atrito interno (tan delta).

Os ensaios foram realizados utilizando trés amostras para cada composi¢do e temperatura com
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uma frequéncia de 1 Hz, deformacao de 0,3 %, taxa de aquecimento de 3 °C/min até 130 °C e
isoterma de 3 min para as amostras de PEAD, e de 3°C/min até 65 °C com deformacao de 0,2%

e isotermade 3 min para as amostras de PCL e temperatura de equilibrio de 30°C.
3.5 ENSAIO DE LIBERACAO DE FARMACO

Para a realizag¢dao do ensaio de liberacdo dos farmacos feito no LEBm - UFSC, os
corpos de prova com peso de 10 mg cortados dos implantes do DIU e da tela foram colocados
em frascos junto a uma solucao tampao PBS e etanol (80:20) de 3 mL de fosfato com pH 7,4
de acordo com a condi¢do sink e foram agitados horizontalmente a 60 Hz (figura 39 (a)) e
mantidos a uma temperatura de 37° + 0.5 °C. Periodicamente a cada 48h foi retirado todo o
liquido dos frascos e novamente preenchido com a solu¢ao tampao. Apds as coletas as amostras
foram analisadas no espectrofotdmetro UV-visivel modelo UV-5200 da Global trade
technology (figura 39 (b)), para a leitura da absorbancia o comprimento de onda utilizado para
a 5-fluorouracila foi 266 nm e a progesterona 247 nm, de acordo com a varredura e a literatura

essas sdo as absorbancias maximas. Utilizou-se 3 amostras para cada condicao.

Figura 39 — Aparelhos utilizados no ensaio de liberacdo (a) agitador e (b) espectrofotdmetro
‘ _ ~ UV-Visivel.

A

uuuuuuuuuu OEMUSO
Mot WIS

Fonte: Elaborada pelo autor.

A cromatografialiquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) tem a capacidade de realizar

separagdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em varios
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tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e
sensibilidade (COLLINS, 1997).

As 3 amostras com peso de ~ 0,60 g foram colocados em frascos junto a uma solugao
tampao PBS e metanol (80:20) de 10 mL com pH 7,4 de acordo com a condigao sink e foram
agitados horizontalmente a 60 Hz e mantidos a uma temperatura de 37° + 0.5 °C. A
quantificagdo simultanea de progesterona e 5-FU foi determinada por cromatografia liquida de
alto eficiéncia (HPLC - DAD) (figura 40) (Waters Alliance €2695®) no laboratério de
biomecanica (Lebm/HU). As separacdes foram obtidas por gradiente de eluicdo com uma
coluna Luna C18 4,6 um (150 % 4,6 mm) de Phenomenex® (EUA), fase mével A: agua (0,5%
de 4cido formico) e B: metanol, temperatura da coluna 30 °C, temperatura da amostra 25°C,
volume de injecao de 20 pL, fluxo de ImL/min e deteccdo em 239 para a PG e 266 nm para o

5-FU.

Figura 40 - Aparelho de cromatografialiquida de alta eficiéncia (HPLC — DAD) Waters
Allliance €2695®.

kel .

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os parametros utilizados foram baseados no trabalho de Wu et a/ (2000) que utilizaram
a coluna C18 e fase movel metanol:agua (80:20) (0,5% acido féormico) para quantificar a

progesterona.
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3.6 Cultura celular

O ensaio de cultura celular foi realizado no politecnico di Milano (departamento
CMIC) no laboratorio biocell. Foi feito o teste de citotoxicidade por contato indireto e teste de

citocompatibilidade por contato direto

3.6.1 Teste de citotoxicidade por contato indireto

A citotoxicidade das amostras foi avaliada pelo teste de contato indireto de acordo com
a norma ISO 10993-5 (2009). As amostras do DIU e da tela foram desinfectadas com etanol
70% e esterilizadas com luz UV 30 min de cada lado da amostra. Foram preparados eluatos
em que as amostras foram imersas em meio de cultura por 1, 3 e 7 dias. Para a avaliacdo in
vitro, células de fibroblastos de rato (L929) e HeLa foram semeadas e cultivadas por 24h em
placas de cultura contendo os eluatos para testar se ocorreu ou nao a liberagao de produtos

toxicos. A leitura é feita em um espectrofotometro UV (Figura 41).

— -
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F igura 4] - Espectrofotém?tro UV.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6.2 Teste de citocompatibilidade por contato direto

Os testes de contato direto foram realizados semeando-se as células de fibroblastos de
rato (L929) e HeLa diretamente nas amostras. O teste de citocompatibilidade direta foi avaliada
apods as amostras permanecerem 24h em solugdo tampao de fosfato estéril. Assim, a viabilidade
celular sera avaliada no ensaio, apos 1, 3, 7, 14 ¢ 21 dias de cultura. Foram utilizadas 4 amostras
do DIU e da tela de cada condigdo para o alamar blue e 2 amostras de cada condi¢@o para o

MEV.
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3.6.3 Teste de atividade metabolica

O principio deste teste consiste em medir a viabilidade celular pela atividade metabolica
por alamar blue. O sal de resazurina ¢ usado como indicador de oxirredugdo e da fungdo
mitocondrial, onde as células viaveis reduzem a resazurina (azul ndo-fluorescente) a resorufina
(rosa fluorescente). A atividade metabolica ¢ medida em RFU (unidades de fluorescéncia

relativa).



88

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo os resultados e discussao foram divididos em duas partes. A primeira ¢

da caracterizacao do DIU e a segunda parte da caracterizacao da tela.
4.1 CARACTERIZACAO DO DISPOSITIVO INTRAUTERINO (DIU) DE PEAD

Nesta sessdo foi realizada a caracterizagdo do DIU, primeiro foi feita a analise
dimensional dos corpos de prova, depois o MEV, EDS, FTIR e DSC. Depois os ensaios
mecanicos como o ensaio de flexdo, fadiga e viscoelasticidade. O ensaio de liberacdo do

farmaco e condutividade. E por fim, o ensaio de citotoxicidade e citocompatibilidade.

4.1.1 Analises dimensionais dos corpos de prova

A figura4?2 (a) apresentaa imagem do DIU projetada no software CAD Solidworks®,
na figura 42 (b) o molde em aluminio do DIU usinado na CNC para ser utilizada na maquina
injetora e, por fim, na figura42 (c) a pega fabricada por moldagem por inje¢ao de PEAD. Foram
utilizadas para andlise dimensional 5 amostras de cada condigdao com e sem farmaco. As pecas

tiveram uma excelente reprodutibilidade e um bom acabamento sem rugosidades ou rebarbas.

Figura 42 — Imagens das geometrias dos implantes do DIU a) desenho do DIU feito no
software CAD Solidworks® b) molde em aluminio do DIU usinado na CNC c¢) peca em
PEAD fabricada por moldagem por injegao.

£~

(a) (b) (c)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para investigar a precisdo dimensional dos corpos de prova em relacdo ao modelo

original e verificar possiveis influéncias da composi¢do na qualidade geométrica, realizou-se
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medicdes dos seus comprimentos (C), larguras (L) e espessuras (E), os quais estdo dispostos na

tabela 7 e .

Tabela 7 — Dimensoes dos corpos de prova (DIU) de PEAD puro e com os farmacos.

PEAD PEAD/S-FU PEAD/PG
C L E C L E C L E
Meédia 29,12 498 1,89 |29,11 5,01 191 29,04 5,05 1,93

Desvio
Padrao 0,019 0,00 0,00 0,02 0,01 0,00 |0,02 0,00 0,00

Fonte: Elaborada pelo autor.
C=comprimento L =largura E =espessura

Tabela 8 - Dimensoes dos corpos de prova (DIU) de PEAD com os farmacos.

PEAD/S-FU/PG PEAD/S-FU/CFP
C L E C L E
Média 29,12 499 2,04 (2941 4,99 2,04

Desvio

Padrao 0,02 0,00 0,01 0,02 0,00 0,01
Fonte: Elaborada pelo autor.
C=comprimento L =largura E =espessura

Através da andlise de variancia (ANOVA), foi realizada andlise estatistica para as
comparacdes entre as dimensdes dos corpos de prova puro e com farmaco. Nessas analises ndo
foram identificadas diferengas estatisticamente significativas entre as médias das dimensdes
dos corpos de prova, o que mostra que a presenga do fairmaco na estrutura do material nao

provocou alteracdes significativas nas condi¢des geométricas dos corpos de prova injetados.

4.1.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Utilizou-se a microscopia eletronica de varredura para a realizacdo das analises
morfologica dos corpos de prova do DIU visando avaliar a homogeneizagao da superficie, se
houve a presenga de imperfei¢des, bolhas ou irregularidades, também foi possivel observar
através da técnica de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) a presenca do farmaco.

Na figura 44 (a) o DIU com PEAD puro estad com aumento de 500x, e apresentauma
certa irregularidade na superficie que pode ter sido causada pelo fluxo do material durante a
injecdo. Na figura 44 (b) observa-se alguns aglomerados que podem ser pela presenca do
farmaco 5-fluorouracila (5-FU). A figura 44 (¢) representa aimagem do PEAD com o hormdnio
progesterona (PQG), e € possivel observar uma maior irregularidade na superficie que pode ter

sido causado pela mistura do polimero com o farmaco. O mesmo ocorre na figura 44 (d) com a
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presenca dos dois farmacos 5-FU e PG. E na figura 43 (e) observa-se a presenca de aglomerados

que podem ser pela presenga do farmaco 5-FU.

Figura 43 - MEV dos corpos de prova do DIU de PEAD superficial com aumento de 500x: (a)
PEAD puro (b) PEAD/ 5-FU (c) PEAD/PG (d) PEAD/5-FU/PG (e) PEAD/5-FU/CFP.

A x500 200 pm A x500 200 pm
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A %500 200 um

(e)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi analisada a superficie dos corpos de prova seccionados de PEAD puro (figura 44
(a)) com aumento de 500x. e as amostras apresentaram uma superficie homogénea. A figura 44
(c) ¢ do PEAD/PG e ja apresenta certas irregularidades, e pode ser atribuida a presenca do
farmaco que influencia na fluidez do material fundido. A amostracom PEAD/5-FU (figura 44
(b)) apresenta particulas e agregados indicando a presenga do farmaco disperso na matriz de
polietileno, assim como acontece na figura 44 (d) de PEAD/5-FU/PG. A figura44 (e) apresenta

irregularidade na superficie e possivelmente devidoao CFP e o 5-FU.

Figura 44 — Analise dos corpos de prova seccionados de PEAD (aumento de 500x): (a) PEAD
puro (b) PEAD/5-FU ¢) PEAD/PG (d) PEAD/5-FU/PG (e) PEAD/5-FU/CFP.

A x500 200 pm A *500 200 ym

(a) (b)
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A x500 200 pm A X500 200 um

A x500

(e)

Fonte: Elaborada pelo autor.

200 um

A espectroscopia de energia dispersiva (EDS) ¢ uma técnica analitica que permite
analisar a composicao de uma amostrae foi feito para confirmar a presenca das particulas dos
farmacos. A analise de EDS na figura 45 mostrou a presencga dos atomos de carbono, oxigénio
e flor na amostra, o que confirma a presenca do farmaco 5-fluorouracil na amostra de PEAD/5-

FU.
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Figura 45 — Anélise de EDS de um corpo de prova de PEAD/5-FU: (a) MEV (b) EDS (c¢)
%peso e Yatdmica.

0
F
0 2 =
= Full Scale 4679 cts Cursor: 0.000
(a) (b)

Elemento % Peso % Atomica

Carbono 83,17 87,27

Oxigénio 12,59 9,92

Fluor 4,24 2,81

(©)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na amostrade PEAD/5-FU/PG também € possivel observar a presenca do farmaco 5-

FU na figura 46.
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Figura 46 — Anélise de EDS da amostrade DIU de PEAD/5-FU/PG: (a) MEV (b) EDS (c)
%peso Yatomica.
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Oxigénio 18,99 15,44
Fluor 7,84 5,36

(c)

Fonte: Elaboradapelo autor.

Na figura 47 na analise de EDS confirmaa presenga de firmaco 5-FU na amostra do

DIU.
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Figura 47 - Analise de EDS da amostra de DIU de PEAD/5-FU/CFP: (a) MEV (b) EDS (c)
%peso ¢ Yatdmica.
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Oxigénio 16,65 13,39
Flaor 6,89 4,67
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Fonte: Elaboradapelo autor.

Na figura 48 também foi possivel confirmar a presenga de particulas do surfactante

CFP da amostra do DIU de PEAD/5-FU/CFP através da ocorréncia de fosforo nas particulas

analisadas.



96

Figura 48 - Analise de EDS da amostra de DIU de PEAD/5-FU/CFP: (a) MEV (b) EDS (c)
%peso e Yatdomica.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
4.1.3 Espectroscopiade infravermelho (FTIR)

A figura49 apresenta as curvas obtidas de amostras do DIU de PEAD puro. Verificou-
se nas amostras de PEAD, os espectros de infravermelho das amostras de 2950 ¢ 2850 ¢cm!
correspondentes aos estiramentos simétricos e assimétricos dos grupos C-H e C-H,, sinais na
faixa de 1350 e 1450 cm™! correspondentes as deformagdes angulares dos grupos C-Hy, e sinal
localizado em 720 cm™!, correspondente & vibragdo angular assimétrica do grupo C-Ha.

No espectro do farmaco puro de 5-fluorouracil (5-FU) identificou-se os espectros na
faixa entre 3200 e 3000 cm™! e se referem aos estiramentos do grupo N-H e =C-H. As bandas
em 2938 cm! ¢ 2831 ¢cm™! sdo atribuidos ao grupo -CHa. O pico em 1723 cm™! corresponde ao
estiramento do grupo C=0 e o presente na faixa de 1650 cm™ e 1580 cm™ corresponde ao
estiramento dos grupos C=N e C=C. As bandas em 1450 cm™ e 1350 cm™' sdo atribuidos a

compostos de piramidina substituidos. A absor¢do das bandas em 1180 cm™ e 1250 cm™ sdo
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atribuidos as ligagdes de C-O e C-N, respectivamente. A banda de absor¢do em 1230 cm™ é
devido a ligagdo de fluor no anel. As bandas observadas em 820 cm™ € 550 cm™.

Nas amostras de PEAD/5-FU, além das bandas caracteristicas ja citadas do PEAD,
localizou-se em baixos niimeros de onda, 643 e 551 cm™', bandas referentes a distor¢do planar
do anel heterociclico na estrutura quimica do farmaco, indicando a presenca do farmaco 5-FU.

Como observa-se na figura 49 a progesterona (PG) tem bandas caracteristicas
localizadas em 1661 cm™ e 1670 cm™! correspondentes ao grupo carbonila (C3-ciclico e C20-
ligado ao radical metil). A banda caracteristica daligacdo dupla da progesterona esta localizada

entre 900 cm™ e 850 cm’!.

Figura 49 — Espectro FTIR do DIU com PEAD/5-FU/PG, PEAD/PG, PEAD/5-FU, PEAD, 5-
FU e PG.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 50 apresenta os espectros obtidos das amostras de PEAD com surfactante. As

bandas caracteristicas de CFP que sdo atribuidos aos grupos de liga¢do tinica -CH3, -CH» e POy

foram encontrados no espectro infravermelho. As bandas em 2921 e 2850 c¢cm™ ! sdo
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contribuidos pela vibragdo dos grupos de ligacdo simples -CH3 e -CHy, e as bandas em 1080

cm™ ! sdo devidos a vibragdo dos grupos PO4 no CFP (TANG,2021).

Figura 50 - Espectro FTIR das amostras de PEAD, PEAD/5-FU, 5-FU, CFP e PEAD/5-

FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.4 Calorimetro diferencial de varredura (DSC)

A fusao ¢ uma transi¢do de primeira ordem, caracteristica dos polimeros
semicristalinos. Essa transi¢do sempre ocorre em uma faixa de temperatura, devido a
distribuicdo de tamanho das regides cristalinas presentes nas macromoléculas. A temperatura
na qual desaparece totalmente a cristalinidade ¢ referida como ponto de fusdo do polimero e
corresponde, aproximadamente, a0 maximo do pico de fusdo na curva DSC (CANEVAROLO,
2007).

Na figura 51 observa-se as curvas de DSC do polimero e dos farmacos. Os picos estdo

relacionados a temperatura de fusao.
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Figura 51 — Curvas de DSC do PEAD/5-FU/PG, PEAD/PG, PEAD/5-FU, PEAD, 5-FU e PG.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Obteve-se os valores das temperaturas de fusdo cristalina e das entalpias de fusdo na

tabela 9. Os valores de grau de cristalinidade (Xc%) foram adquiridos pela razao entre a média

das entalpias de fusdo de cada amostra e do valor tedrico para 0 PEAD 100% cristalino (AHio%

=293 j/g) (COSTA, 2016).

Tabela 9 — Dados da temperatura de fusdo e entalpias do PEAD puro, FU, PG, PEAD/FU/PG,

PEAD/PG, PEAD/FU.

Material Tm,* Tm," AH; (J/g) AH:J/g) Xc%
(O (W)

PEAD 129,18 - 168,2 - 57
5-FU - 290,2 - 173,2 -

PG 132,4 - 77,6 - -
PEAD/5-FU 130,11 281,07 133,7 294 45,63
PEAD/PG 130,18 - 153,4 - 52,35
PEAD/5-FU/PG | 128,21 277,58 130,6 4,5232 44,57

Fonte: Elaborada pelo autor.
2 Temperatura de fusdo abaixo de 150 °C.
bTemperatura de fusdo acimade 150 °C.
AH = entalpia, Xc% = % de cristalinidade
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Considerando os valores de porcentagem de cristaliza¢cdo encontrados na literatura, o
PEAD ¢ um polimero com alto grau de cristalizagdo, de 75% a 95% (CANEVAROLO, 2007).
Contudo, os valores encontrados e apresentados na tabela 9 estdo abaixo do minimo apontado
pela literatura. Isso pode ser explicado mais uma vez pelas condi¢des fisicas e quimicas que
estes polimeros foram expostos no decorrer deste trabalho.

Na figura 52 observa-se as curvas de DSC do polimero e do surfactante amphisol ®.

Assim € possivel analisar a temperatura de fusdo e a entalpia de fusao do polimero, do farmaco

e do surfactante.

Figura 52 - Curvas de DSC do PEAD, 5-FU, CFP, PEAD/5-FU e PEAD/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na tabela 10 tem-se os valores de temperatura de fusdo e as entalpias do PEAD/5-
FU/CFP.

Tabela 10 - Dados da temperatura de fusdo e entalpias do PEAD/5-FU/CFP.
Material Tm;® Tm;* Tms:" AH; AH. AH; Xc%
O (O (O Jg Jg Jg
PEAD | - 129,18 - - 1682 - -
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5-FU - - 290,2 - - 173,2 -
CFP 62,53 89,53 - 16,44 121,99 - -
PEAD/5-FU - 130,11 281,07 - 133,7 294 45,63

PEAD/SFU/CFP | 51,39 131,63 279,34 0,22 144,86 291 49,44
Fonte: Elaborada pelo autor.

2 Temperatura de fusfo abaixo de 150 °C.

bTemperatura de fusdo acimade 150 °C.

AH = entalpia de fusdo, Xc% = porcentagem de farmaco.

4.1.5 Ensaios mecanicos

Os ensaios mecanicos foram realizados para se entender o comportamento do material

e se houve diferencga significativa quando se compara o material puro € com o farmaco.

4.1.5.1 Modulo de flexdo e tensdo a 5% e 10% de deformagao

O teste de flexdo mede a forga necessaria para flexionar um material plastico e
determina a resisténciaa flexao ou rigidez de um material. O modulo de flexdo ¢ indicativo de
quanto o material pode flexionar antes da deformagdo permanente. Como resultado, um grafico
de tensdo em funcdo da deformagdo ¢ gerado por um software que realiza a leitura dos dados
gerados pelo equipamento do ensaio. Através deste grafico € possivel analisar o comportamento
do material, bem como obter as propriedades obtidas no ensaio (SHRIVASTAVA, 2018).

Utilizou-se a garra cantiléver tinico no ensaio de flexao como indicadona figura53. A

amostra ¢ fixada em duas garras, uma ¢ moével e outra fixa.

Figura 53 — Ensaio de flexdo com a garra cantiléver tinico.
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Fonte: Adaptada de MENCZEL (2009).

Realizou-se os ensaios mecanicos para verificar o comportamento das amostras sob
flexdo, e assim determinar o mddulo de flexdo e a tensdo referente a uma deformagao no regime
plastico pré-definida de 5% e 10%. O modulo de flexdo foi extraido de uma regido de até 2%

de deformagao, na qual o polimero ainda se encontra num regime elastico visivel (figura 54).

Figura 54 — Curvas tensdo-deformagdo dos DIUs: (a) PEAD, (b) PEAD/5-FU, (¢) PEAD/PG,
(d) PEAD/5-FU/PG e (e) PEAD/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A tabela 11 apresenta as médias dos valores dos modulos de flexdo obtidos e seus

respectivos desvios padrdes para cada condigdo.

Tabela 11 - Valores dos modulos de flexdo obtidos das amostras do DIU.

Amostra Moédulo de Desvio padrio (£)
elasticidade
(MPa)

PEAD 297,01 9,88

PEAD/5-FU 322,09 23,65
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PEAD/PG 273,12 15,94
PEAD/5-FU/PG 315,38 3,93
PEAD/S-FU/CFP 209,15 32,82

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em uma andlise preliminar percebe-se que as amostras de PEAD/5-FU apresentaram
um modulo superior comparado com o restante das condigdes. Percebe-se também que as
amostras de PEAD/5-FU/CFP apresentaram o menor moédulo. Visando a obtencao de
conclusdes mais confidveis na determinacdo das diferencas significativas com a adi¢do de
farmacos foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) com o auxilio do software estatistico
Biostat® 5.3. Considerando um nivel de confianga de 95%, no qual o p-valor deve ser inferior
a 0,05 para que a diferenca entre as médias ndo seja considerada aleatoria, a tabela 12 apresenta

os resultados dessa analise.

Tabela 12 - Analise de variancia (ANOVA) para os valores dos modulos de flexao das
amostras do DIU.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 4 27,2e+03 67,9 e+02 14,9711 0,0006

Erro ‘ 10 45,4 e+02 453,733

Fonte: Elaborada pelo autor.

GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

Na andlise de variancia o valor de p foi menor que 0,05 o que indica que foi
significativo e existe uma diferenga nas médias. A partir disso ¢ feito o teste Tukey que faz
comparacdes multiplas. Este teste compara grupos em pares conforme observa-se na tabela 13
e constatou-se que houve diferenca apenas quando se compara com o PEAD/5-FU/CFP. Entre
as outras condi¢des ndo houve diferenga significativa. De modo geral observa-se um efeito de
aumento na rigidez (aumento do moédulo) com a adi¢do de 5-FU e efeitos plastificantes

(diminui¢do do modulo) com a adi¢ao de progesterona e do surfactante cetil fosfato de potéssio
(CFP).

Tabela 13 — Teste de Tukey para comparacao de médias dos méddulos de flexao das amostras
do DIU.
Tukey Diferenca Q p

Meédias (1 e 2) ‘ 25 2,0328 ns
Meédias (1 e 3) ‘ 24 1,9515 ns
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Médias (1 e 4) 27,6667 2,2497 ns
Médias (1 e 5) 83,33 7,1827 <0,01
Médias (2 e 3) 49 3,9843 ns
Médias (2 e 4) 2,6667 0,2168 ns
Médias (2 e 5) 113,3333 9,2155 <0,01
Médias (3 e 4) 51,6667 42012 ns
Médias (3 e 5) 64,3333 5,2311 <0,05
Médias (4 e 5) 116 9,4323 <0,01

Fonte: Elaborada pelo autor.
1=PEAD, 2 = PEAD/5-FU, 3 = PEAD/PG, 4 = PEAD/5-FU/PG, 5 = PEAD/5-FU/CFP.

ns = Nao significativo.

Para analisar o comportamento das amostras acima de uma regido elastica foi pré-
estabelecidauma deformagao de 5% e 10% como base de comparagdo. Os valores das tensdes

e dos desvios padrdes estdo na tabela 14.

Tabela 14 — Valores das tensoes a 5% de deformacao obtidos das amostras do DIU.

Amostra Tensido a 5% de Desvio padrio (£)
deformacao (MPa)

PEAD 11,47 0,37

PEAD/5-FU 12,19 0,73

PEAD/PG 10,2 0,43

PEAD/5-FU/PG 11,97 0,73

PEAD/5-FU/CFP 7,88 1,35

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em uma analise preliminar o PEAD/5-FU apresentou um valor superior e o PEAD/5-
FU/CFP um valor inferior aos demais. Seguiu-se a mesma metodologia de analise apresentada
para o modulo de flexdo, e realizou-se uma anélise de variancia (ANOVA) para a verificarse a
adi¢do de farmaco influencia na tensdo necessaria para induzir uma deformagdo de 5% no

material, e os resultados estdo representados na tabela 15.

Tabela 15 - Andlise de varidnciapara as tensoes a 5% de deformac¢do das amostras do DIU.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco 4 37,83 9,457 13,9361 0,0007
Erro 10 6,786 0,679

Fonte: Elaborada pelo autor.
GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.
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Na andlise de varidncia o valor de p foi menor que 0,05 o que indica que foi

significativo e existe uma diferenca nas médias. Observa-se natabela 16, através do teste Tukey

que houve diferenga apenas quando se compara com o PEAD/FU/CFP. Entre as outras

condi¢des ndo houve diferenca significativa.

Tabela 16 - Teste de Tukey para comparacao de médias das tensdes a 5% de deformacao das

amostras do DIU.

Tukey Diferenca Q p
Médias (1 e 2) 0,7167 1,5068 ns
Médias (1 e 3) 1,27 2,6702 ns
Médias (1 e 4) 0,5 1,0513 ns
Médias (1 e 5) 3,59 7,5481 <0,01
Médias (2 e 3) 1,9867 4,1771 ns
Médias (2 e 4) 0,2167 0,4556 ns
Médias (2 e 5) 4,3067 9,055 <0,01
Médias 3 e 4) 1,77 3,7215 ns
Médias (3 e 5) 2,32 4,8779 <0,05
Médias (4 e 5) 4,09 8,5994 <0,01

Fonte: Elaborada pelo autor.

1 =PEAD, 2 = PEAD/5-FU, 3 = PEAD/PG, 4 = PEAD/5-FU/PG, 5 = PEAD/5-FU/CFP.

ns = ndo significativo.

Na tabela 17 observa-se os valores das tensodes a 10% de deformagao obtidos das

amostras do DIU.

Tabela 17 - Valores das tensdes a 10% de deformacao obtidos das amostras do DIU.

Amostra Tensao a 10% de Desvio padrao (%)
deformacao (MPa)

PEAD 21,77 0,49

PEAD/5-FU 21,69 1,05

PEAD/PG 18,6 0,97

PEAD/5-FU/PG 21,46 1,05

PEAD/5-FU/CFP 14,26 2,04

Fonte: Elaborada pelo autor.

Realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) para a verificagdo da influéncia da

adicdo de farmacos na tensdo necessaria para induzir uma deformacao de 10% no material, e
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os resultados estdo representados na tabela 18. O valor de p foi menor que 0,05 o que demonstra

que houve diferenca significativa.

Tabela 18 - Andlise de varianciapara as tensdes a 10% de deformacdo das amostras do DIU.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 4 126,171 31,543 20,7927 0,0002

Erro ‘ 10 15,17 1,517

Fonte: Elaborada pelo autor.
GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

Observa-se na tabela 19, através do teste Tukey que houve diferenga apenas quando
se compara com o PEAD/5-FU/CFP. Entre as outras condigdes ndao houve diferenca

significativa nas médias.

Tabela 19 - Teste de Tukey para comparagao de médias das tensdes a 10% de deformagao das
amostras do DIU.

Tukey Diferenca Q P
Médias (1 e 2) 0,0767 0,1078 Ns
Médias (1 e 3) 3,1767 4,4672 Ns
Médias (1 e 4) 0,3133 0,4406 Ns
Médias (1 e 5) 7,51 10,561 <0,01
Médias (2 e 3) 3,1 4,3594 Ns
Médias (2 e 4) 0,2367 0,3328 Ns
Médias (2 e 5) 7,4333 10,4532 <0,01
Médias (3 e 4) 2,8633 4,0266 Ns
Médias (3 e 5) 4,333 6,0938 <0,05
Médias (4 e 5) 7,1967 10,1204 <0,01

Fonte: Elaborada pelo autor.
1 =PEAD, 2 =PEAD/5-FU, 3 = PEAD/PG, 4 = PEAD/5-FU/PG, 5 = PEAD/5-FU/CFP.

ns = ndo significativo.

4.1.5.2 Ensaio de fadiga

O ensaio de fadiga consiste em aplicar cargas ou deformacdes ciclicas em um

componente ou corpo de prova, para se determinar a vida ou a resisténciaem fadiga.
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Na extremidade da parte movel ¢ imposta uma for¢a ou deformacgao oscilatoria com
uma determinada amplitude e frequéncia prescrita. Todas estas analises foram realizadas em
uma temperatura constante de 37°C.

A fadiga do DIU foi avaliada através do levantamento de curvas de tensdo aplicada
para impor a amplitude de deformacdo desejada versus niimero de ciclos até a ruptura, para
cada condi¢do de ensaio estudada. Os resultados obtidos podem ser avaliados na figura 55.
Ocorre um decaimento nas curvas e depois se estabiliza e permanece praticamente constante de

modo semelhante a maioria dos polimeros, e em especial como o PE mostradona figura 55.

Figura 55 - Curvas de fadiga dos DIUs: (a) PEAD, (b) PEAD/5-FU, (c¢) PEAD/PG, (d)
PEAD/5-FU/PG e (e) PEAD/5-FU/CFP.

14,0 4
13,5 4
13’0 _ L
© b
% 12,5
!8 x
8 12,0
1)}
=
11,5
K
11,0 H e
10,5 T I T I T I T I T I T I T I T I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Numero de ciclos

Fonte: Elaborada pelo autor.

O numero de ciclos utilizado como referéncia foi extraido da por¢ao inferior da curva
onde se dava o inicio da fase retilinea. Esta consiste no nimero de ciclos na qual se verificou
um decréscimo pronunciado da tensdo até sua estabilizacao (tabela 20). Este conceito de ensaio
de fadiga obedece a defini¢do de vidaem servico, o qual se refere ao nimero de ciclos para que

ocorra redugdo significativa do desempenho ou rigidez (SURESH, 1998).
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Tabela 20 - Valores da resisténcia a fadiga para corpos de prova do DIU.

POLIMERO/FARMACO  RESISTENCIA A DESVIO PADRAO (%)
FADIGA
(CICLOS)

PEAD 1645.4 49,56

PEAD/5-FU 1649,67 52,79

PEAD/PG 1685,6 34,65

PEAD/5-FU/PG 1648 11,36

PEAD/5-FU/CFP 1231,34 81,86

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi realizada a analise de variancia (tabela21) e o valor de p foi menor que 0,05 o que

indica que houve uma diferenga significativa.

Tabela 21 — Anélise de variancia (ANOVA) para a resisténcia a fadiga (ciclos) das amostras

do DIU.
Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco 4 43,8 et+04 11 e+04 42,2066 0,0000368
Erro 10 26 et+03 26 et+02

Fonte: Elaborada pelo autor.
GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

Através do teste Tukey mostrada na tabela 22 houve diferencas significativa nas

amostras de PEAD/5-FU/CFP.

Tabela 22 — Teste de Tukey para comparacdo de médias da resisténciaa fadiga (ciclos) das
amostras do DIU.

Tukey Diferenca Q P
Médias (1 e 2) 4,2667 0,145 ns
Médias (1 e 3) 40,2 1,3663 ns
Médias (1 e 4) 2,6 0,0884 ns
Médias (1 e 5) 414,0567 14,0729 <0,01
Médias (2 e 3) 35,9333 1,2213 ns
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Médias (2 e 4) 1,6667 0,0566 ns
Médias (2 e 5) 418,3233 14,2179 <0,01
Médias (3 e 4) 37,6 1,2779 ns
Médias (3 e 5) 454,2567 15,4392 <0,05
Médias (4 e 5) 416,6567 14,1613 <0,01

Fonte: Elaboradapelo autor.
1 = PEAD, 2 = PEAD/5-FU, 3 = PEAD/PG, 4 = PEAD/5-FU/PG, 5 = PEAD/5-FU/CFP.

ns = ndo significativo.

4.1.5.3 Ensaio dinamico-mecanico (DMA)

A andlise dinamico-mecanica consiste, de modo geral, em se aplicar uma tensao ou
deformacdo mecanica oscilatoria, normalmente senoidal, de baixa amplitude a um sélido ou
liquido viscoso, medindo-se a deformacdo sofrida por este ou a tensdo resultante,
respectivamente, sob variacdo de frequéncia ou de temperatura (CASSU, 2005).

Esta técnica de caracterizagdo fornece informacoes a respeito do modulo eléstico (E’),
do moédulo de dissipagdo viscosa (E”) e do amortecimento mecanico ou atrito interno (tan 6 =
E”/E’) de um material, quando sujeito a uma solicitagdo dinamica. Todos os materiais
poliméricos sdo viscoelasticos, isto ¢, apresentam, quando deformados, um comportamento
simultaneo caracteristico dos materiais elasticos e plasticos (CANEVAROLO,2007).

Um exemplo de caracterizagdo do ensaio dinamico-mecanico do PEAD ¢ apresentado

na figura 56.
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Figura 56 — Representagdo esquematica das propriedades viscoelasticas versus temperatura do

PEAD.
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Fonte: adaptadade SEWDA (2013).

A figura 57 apresenta o grafico do mddulo de armazenamento (E’), mddulo de perda

e Tan delta da amostra do implante (DIU) de PEAD puro.
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Figura 57 — Ensaio dinamico-mecanico (DMA) do DIU de PEAD puro.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 58 apresenta as curvas do modulo de armazenamento (E’) obtidas através do
ensaio dindmico-mecanico das amostras de PEAD com os firmacos. Percebe-se que o perfil de
queda ¢ similar para todas as curvas. Essa queda ¢ causada pelo aumento da temperatura e
ocorre devido ao aumento da mobilidade molecular, quebra de ligagdes intermoleculares das
fases cristalinas e o consequente aumento da fase amorfa. O modulo superior das amostras de
PEAD/5-FU sugere que o farmaco causa um efeito enrijecedor (endurecedor ou “harderning’)
a estrutura do polimero. A adi¢do de progesterona ndo resultou em alteragdo significativa no
modulo do PEAD. Com a adicdo do surfactante o modulo foi relativamente inferior
apresentando assim, um comportamento semelhante a de um aditivo plastificante, como ja

observado nos ensaios mono-tonicos de flexdo tipo “single cantiliver” (Tabela 11).
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Figura 58 — Curvas do modulo de armazenamento (E’) em fungdo da temperatura dos DIUs:
(a) PEAD, (b) PEAD/5-FU, (¢) PEAD/PG, (d) PEAD/5-FU/PG e (e) PEAD/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 59 apresenta as curvas referentes ao modulo de perda (E”) para as amostras

de PEAD com os farmacos. A amostrade PEAD/5-FU apresentou uma maior variacao de pico

em relacao as outras condigoes.
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Figura 59 — Curvas do modulo de perda (E”) em funcao da temperatura dos DIUs: (a) PEAD,
(b) PEAD/5-FU, (c) PEAD/PG, (d) PEAD/5-FU/PG ¢ (e¢) PEAD/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Por ser um polimero semicristalino, as propriedades do PEAD estdo associadas pela
quantidade de componentes cristalinos e amorfos. A partir do grafico de moédulo de perda E”
versus temperatura, a transicdo de relaxacdo na faixa de temperatura de 20 ¢ 70 °C pode
possivelmente ser devido a transigao a. A relaxacao da fase o estd associada a mobilidade do
segmento da cadeia nas fases cristalinas, provavelmente devido a reorientagdo das areas
defeituosas nos cristais. A posic¢ao e a intensidade desta transi¢ao dependem em muitos fatores,
como a taxa de aquecimento, densidade e ramificacdo. Um aumento na densidade (que
normalmente ¢ o resultado do aumento da cristalinidade) aumenta a intensidade deste pico e,
portanto, a transi¢do o ¢ mais proeminente no caso do PEAD (MOLEFI et al., 2010) e
(MOHANTY et al., 2006).

A figura 60 apresenta as curvas referentes ao Tan delta para as amostras de PEAD com
os farmacos. E a amostra de PEAD/5-FU/CFP apresentou maiores valores em relagdo as outras
formulagdes. Quanto maior o valor de tan delta, mais efetivo o fenomeno de relaxagdo visco-
elastica do material, ou seja, o material absorve mais energia, resultando muitas vezes em maior

tenacidade devido ao carater viscoso mais pronunciado que o elastico (CASSU, 2005). De
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modo geral o comportamento viscoelastico PEAD ¢ pouco afetado pela adicdo destes

componentes.

Figura 60 - Curvas Tan delta em funcao da temperatura dos DIUs: (a) PEAD, (b) PEAD/5-
FU, (c) PEAD/PG, (d) PEAD/5-FU/PG e (e) PEAD/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.6 Ensaio de liberagao dos farmacos

Nas amostras de PEAD/5-FU a determinagdo da concentragdao de S-fluorouracila
liberada na solug¢ao foi feita por espectroscopiano ultravioleta (UV), em 266 nm. A quantidade
de 5-fluorouracila liberada foi determinada pela curva de calibragdo da 5-fluorouracila em
tampao fosfato salino (PBS) e etanol (80:20) mostradana figura 61. PBS ¢ uma solugao tampao
que mimetiza a concentracao de ions, osmolaridade e o pH dos fluidos corporais humanos. A
equagdo da reta obtida foi: y = 0,1595x - 0,0253 R?> = 0,9996. R? ¢ chamado de coeficiente de
determinagdo e ¢ um indicativo da linearidade do método desenvolvido. Métodos devem ter
linearidade alta, ou seja, proximas a 1 para que possam ser utilizados em uma técnica

espectrofotométrica.
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Figura 61 - Curva de calibragao da 5-fluorouracila.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nas amostras de PEAD/PG a determinacao da concentragao de progesterona liberada
na solucgdo foi feita por espectroscopia no ultravioleta (UV), em 247 nm. A quantidade de
progesterona liberada foi determinada pela curva de calibragdo de progesterona em tampao
fosfato salino (PBS) e etanol (80:20) mostrada na figura 62. A equacdo da reta obtida foi: y =
57,207x - 0,004 R? =0,9998.
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Figura 62 - Curva de calibragdo da progesterona.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 63 observa-se a curva de liberacao da 5-fluorouracila (5-FU) e na figura 64
da progesterona (PG) em fung¢do do tempo. A solucdo ¢ mantidaem 37° C que ¢ a temperatura
dos orgaos internos. Houve uma maior liberacao dos farmacos nos primeiros dias € em seguida
uma liberagao controlada. No ensaio de liberacao dos farmacos nos primeiros dias ha uma maior
porcentagem de liberacdo, que ¢ caracteristica de dispositivos tipo matriciais. Depois a

liberagdo se torna mais controlada.
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Figura 63 - Curva de liberacdo da 5-fluorouracila (5-FU) em fun¢do do tempo das amostras de

PEAD/5-FU.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 64 - Curva de liberagdo da progesterona (PG) em fun¢ao do tempo das amostras de
PEAD/PG.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nas amostras com os dois farmacos (PEAD/5-FU/PG) foi utilizado o HPLC. A
cromatografia ¢ um processo fisico-quimico de separacdo de misturas, identifica¢do e
quantificagdo de seus componentes. Primeiramente foi feita a curva de calibracao para cada
farmaco. Na figura 65 observa-se a curva de calibragdo do quimioterapico 5-fluorouracil (5-

FU). Obteve-se a seguinte equagio: y = 74255011,22x + 9676,805 ¢ R>=1.
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Figura 65 — Curva de calibragdo do farmaco 5-fluorouracil (5-FU).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 66 observa-se a curva de calibracao da progesterona (PG). A equacao obtida
foi: y=26967719,245x + 13892,085 ¢ R?>=0,999.

Figura 66 — Curva de calibragdo do hormdnio progesterona (PG).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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O cromatogramana figura 67 ¢ um grafico que mostra a resposta do detector em funcao
do tempo de eluig¢do. Cada pico corresponde a uma substancia diferente, eluida da coluna. Na
figura o pico € do 5-fluorouracil na concentracao de 0,Img/mL. O tempo de retengao ¢ de

~1.25min

Figura 67 — Cromatograma da calibragao do 5-FU obtido do HPLC-DAD da amostra de
PEAD/5-FU/PG.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O cromatograma da figura 68 ¢ da progesterona (PG) na concentragdo de 0,Img/mL.
O tempo de retencgdo ¢ de ~2.5min.

Figura 68 - Cromatograma da calibragdao da PG obtido do HPLC-DAD da amostrade
PEAD/5-FU/PG.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O grafico da figura 69 ¢ a curva de liberagao em porcentagem da 5-fluorouracilae da

progesterona em fungdo do tempo.



121

Figura 69 - Curvas de liberacdo da 5-fluorouracila (5-FU) e da progesterona (PG) em fungao

do tempo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.7 Condutividade

Para se detectar a liberagao dos farmacos utiliza-se a luz ultravioleta, mas o surfactante
CFP nao ¢ detectavel no UV. A alternativa foi realizar o ensaio de condutividade para
comprovar a liberacdo e presenca do CFP. Na figura 70 observa-se o grafico do ensaio de
condutividade da amostra do DIU com 5-FU e CFP. O ensaio de condutividade mostrou
liberagdo de CFP nas amostras em quantidade superioresa 10 Molar (Moles/litro) segundo a
curva de calibracdo (Figura 71), valores superiores a concentragdo molar critica (CMC) de

surfactantes alquil fosfatos (MURATA,2008; LU, 2018).
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Figura 70 — Condutividade das amostras de PEAD/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 71 — Curva de calibracao do CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.8 Cultura celular

Foram realizados dois testes bioldgicos, o primeiro foi o teste de citotoxicidade e o

segundo o teste de citocompatibilidade.
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4.1.8.1 Teste de citotoxicidade por contato indireto

As amostras tinham um volume de ~125,6 mm?®e foram colocadas em uma placa para
cultura de células de 24 pocos. Foram utilizadas 9 amostras para cada formulacdo e assim 3
amostras para cada dia. Nas amostras do DIU foram utilizadas duas células fibroblastos L929

e o HeL A (figura72).

Fonte: Elaboradapelo autor.

O meio de cultura de cada amostra foi adicionado uma placa de cultura de células de

96 pocos com as células por 24h (figura 73).

Fonte: Elaboradapelo autor.
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Por fim adiciona-se o alamar blue para a leitura no espectrofotometro UV (figura 74).

Figura 74 — Células fibroblastos L929 com alamar blue.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O grafico de comparacdo da viabilidade celular de células de L929 para todas as
formulagdes para os dias 1, 3 ¢ 7 ¢ mostrado na figura 75. Observou-se que as amostras de
polietileno puro apresentaram um aumento na viabilidade celular ao longo do tempo. J4 as
amostras de PE com fluorouracila pura diminuiram a viabilidade celular ficando abaixo de 40%.
As outras formula¢des também diminuiram a viabilidade celular ao longo do tempo. E possivel
observar que as amostras com farmacos apresentaram uma eficacia comparando-se com as
amostras de polietileno puro, impedindo-se o crescimento celular.

Em uma comparagdo feita ao longo do tempo, a formulagdo de PEAD com 5-
fluorouracil uma melhor eficacia no impedimento da viabilidade celular. Outra formulagao que
se destaca ¢ a amostra de PEAD com 5-fluorouracil e surfactante (PEAD/5-FU/CFP), que
manteve um controle estavel da viabilidade celular para os fibroblastos L929, devido a um
possivel efeito de permeacao na membrana plasmatica causado pela migragao do nano-sistema
farmaco/micela. Deve-se considerar que nas amostras de 5-fluorouracil pura tem 10% de
farmaco, enquanto nas outras amostras com dois farmacos tem-se apenas 7% de cada farmaco.
A func¢do dos farmacos ¢ impedir o crescimento e a proliferacao celular.

Na equagdo 2 tem a formula utilizada para o calculo da viabilidade celular (NEGRINI,
2019).
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Viabilidade celular [%] = feluatos —jalamar blue equagao 2

fcontrole —falamar blue

Figura 75 —.
A viabilidade celular de células L929 cultivadas na presenga de meio de cultura eluida apos 1,
3 e 7 dias em contato com implantes de PEAD, PEAD/5-FU, PEAD/PG, PEAD/5-FU/PG e
PEAD/5-FU/CFP
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise de variancia utilizada para verificar a diferenca significativa entre as
amostras foi apresentada na tabela23. O valor de p <0,05 o que demonstra que houve diferenga

significativa.

Tabela 23 - Analise de variancia(ANOVA) da viabilidade celular dos fibroblastos L929 em
contato com as amostras do DIU por 1 dia.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 4 78,1e+02 19,5¢+02 7,2443 0,0072

Erro ‘ 9 243 e+02 269,669

Fonte: Elaborada pelo autor.

GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.
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No teste de Tukey pode-se observar em quais condi¢des houve diferenca. Na tabela 24
houve diferenga entre as amostras de PEAD ¢ PEAD/5-FU, PEAD/5-FU com PEAD/PG e
PEAD/5-FU com PEAD/5-FU/PG no dia 1. O que demonstra que a 5-fluorouracil ja tem um

grande efeito sobre a viabilidade celular dos fibroblastos L929.

Tabela 24 — Teste de Tukey da viabilidade celular dos fibroblastos L929 em contato com as
amostras do DIU por 1 dia.

Tukey Diferenca Q P
Médias (1 e 2) 62,9426 5,9379 <0,05
Médias (1 e 3) 12,0107 1,1331 Ns
Médias (1 e 4) 2,9412 0,2775 Ns
Médias (1 e 5) 34,8230 3,2852 Ns
Médias (2 e 3) 50,9319 5,3720 <0,05
Médias (2 e 4) 60,0014 6,3286 <0,05
Médias (2 e 5) 28,1196 2,9659 Ns
Médias (3 e 4) 9,0695 0,9566 Ns
Médias (3 e 5) 22,8123 2,4061 Ns
Médias (4 e 5) 31,8818 3,3627 Ns

1 =PEAD, 2 = PEAD/5-FU, 3 = PEAD/PG, 4 = PEAD/5-FU/PG, 5 = PEAD/5-FU/CFP.

ns = Nao significativo.

No dia 3 ndo houve diferenga significativa entre os grupos ao realizar a analise de
variancia. A analise de varianciarealizada para as amostras do DIU nas células L929 para o dia

7 mostraram diferenca com p< 0,05 (tabela 25).

Tabela 25 — Analise de variancia (ANOVA) da viabilidade celular dos fibroblastos de 1.929
em contato com as amostras do DIU por 7 dias.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 4 85,9¢+02 21,5¢+02 6,3744 0,0106

Erro ‘ 9 30,3¢+02 336,951

Fonte: Elaboradapelo autor.

GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

Na tabela 26 o teste de Tukey para as amostras do DIU para o dia 7 mostrou diferenca
entre as amostras de PEAD e PEAD/5-FU, PEAD ¢ PEAD/5-FU/PG e também com PEAD e
PEAD/5-FU/CFP.
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Tabela 26 — Teste de Tukey da viabilidade celular das células L.929 em contato com as
amostras do DIU por 7 dias.

Tukey Diferenca Q P
Médias (1 e 2) 79,9322 6,7460 <0,01
Médias (1 e 3) 55,5176 4,6855 Ns
Médias (1 e 4) 63,1537 5,3299 <0,05
Médias (1 e 5) 68,4948 5,7807 <0,05
Médias (2 e 3) 24,4146 2,3037 Ns
Médias (2 e 4) 16,7785 1,5832 Ns
Médias (2 e 5) 11,4374 1,0792 Ns
Médias (3 e 4) 7,6361 0,7205 Ns
Médias (3 e 5) 12,9773 1,2245 Ns
Médias (4 e 5) 5,3412 0,5040 Ns

1 = PEAD, 2 = PEAD/5-FU, 3 = PEAD/PG, 4 = PEAD/5-FU/PG, 5 = PEAD/5-FU/CFP.

ns = Nao significativo.

Fez-se também a comparacdo da viabilidade celular de HeLa para todas as condigdes
nos dias 1, 3 e 7. Na figura 76 observou-se que as amostras de polietileno puro apresentaram
uma maior viabilidade celular ao longo do tempo. Com as células HeLa no dia 1 a 5-fluorouracil
pura apresenta um maior efeito na diminui¢do do crescimento celular comparando-se com as
outras condic¢des, mas depois € possivel observar um efeito sinergético da 5-fluorouracil com a
progesteronaa longo prazo. Portanto com as células HeLa no dia 7 o que apresentou o melhor
efeito contra o crescimento celular foi a mistura de progesterona com 5-fluorouracil (PEAD/S5-
FU/PG), indicando que um tratamento quimioterapico e hormonal apresenta um efeito sinérgico

para esse tipo de célula.
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Figura 76 - A viabilidade celular de HeLa cultivadas na presen¢a de meio de cultura eluida
apo6s 1, 3 e 7 dias em contato com implantes de PEAD, PEAD/5-FU, PEAD/PG, PEAD/5-
FU/PG e PEAD/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A analise de variancia das amostras do DIU de PEAD/FU/PG nas células Hel.a

comparando-se os dias 1, 3 e 7 mostroudiferenga com o p <0,05 (tabela 27).

Tabela 27 - Analise de variancia (ANOVA) da viabilidade celular de HeLLa em contato com as
amostras do DIU de PEAD/FU/PG.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 2 46,3e+02 23,2e+02 41,9556 0,0007

Erro ‘ 6 331,211 55,202

Fonte: Elaborada pelo autor.
GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

O teste de Tukey da viabilidade celular das células de HeLa em contato com os

implantes de PEAD/5-FU/PG mostraram diferenca entre as amostras do dia 1 com o dia3 e o

dia 7 (tabela 28).

Tabela 28 — Teste de Tukey da viabilidade celular das células de HeLLa em contato com as
amostras do DIU de PEAD/5-FU/PG.
Tukey Diferenca Q P

Médias (1 e 2) ‘ 38,1935 8,9038 <0,01
Médias (1 e 3) ‘ 54,0534 12,6011 <0,01




129

Médias (2 e 3) 15,8599 3,6973 Ns

Fonte: Elaborada pelo autor.

1=PEAD/PG dia |
2=PEAD/PG dia3
3 =PEAD/PG dia7

A analise de variancia da viabilidade celular de HeLa em contato com as amostras do

DIU por 3 dias apresentou uma diferenga com p<0,05 (tabela 29).

Tabela 29 - Analise de variancia(ANOVA) da viabilidade celular de HeLLa em contato com as
amostras do DIU por 3 dias.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 4 66,1e+02 16,5¢+02 3,8115 0,0442

Erro ‘ 9 39e+02 433,367
Fonte: Elaborada pelo autor.

GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

O teste de Tukey da viabilidade celular das células HeLLa em contato com as amostras

do DIU por 3 dias mostrou diferen¢a entre as amostras de PEAD e PEAD/5-FU/PG (tabela 30).

Tabela 30 - Teste de Tukey da viabilidade celular das células HeLa em contato com as
amostras do DIU por 3 dias.

Tukey Diferenca Q |
Médias (1 e 2) 53,9835 4,0173 Ns
Médias (1 e 3) 32,8758 2,4465 Ns
Médias (1 e 4) 62,6038 4,6588 <0,05
Médias (1 e 5) 18,7535 1,3956 Ns
Médias (2 e 3) 21,1078 1,7562 Ns
Médias (2 e 4) 8,6202 0,7172 Ns
Médias (2 e 5) 35,2301 2,9312 Ns
Médias (3 e 4) 29,7280 2,4734 Ns
Médias (3 e 5) 14,1223 1,1750 Ns
Médias (4 e 5) 43,8503 3,6484 Ns

1 =PEAD, 2 =PEAD/5-FU, 3 = PEAD/PG, 4 = PEAD/5-FU/PG, 5 = PEAD/5-FU/CFP.

ns = Nao significativo.

A viabilidade celular das células HeLa que ficaram em contato com os implantes por

7 dias ndo apresentou diferenca significativa. Apesar disso, o melhor efeito contra o
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crescimento celular foi a formulagdao de PEAD/5-FU e de PEAD/5-FU/PG, sugerindo que um
tratamento quimioterapico e hormonal apresenta um efeito sinérgico para esse tipo de

fibroblasto.

4.1.8.2 Teste de citocompatibilidade por contato direto

As amostras com volume de ~125,6 mm?® e foram colocadas em uma placa para cultura
de células de 24 pocos. Foram utilizadas 4 amostras para cada composi¢do no teste para
determinar atividade metabdlica através do ensaio alamar blue e 2 amostras de cada condi¢ao
para o MEV. No ensaio de alamar blue, o sal de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-
oxido) € usado como indicador de oxirredugao e da fun¢ao mitocondrial, onde as células viaveis
reduzem a resazurina (azul ndo-fluorescente) a resorufina (rosa fluorescente), indicando a

atividade metabolica (Figura 77).

Figura 77 - Viabilidade celular por Alamar Blue — redug¢ao resazurina.

NADH NAD+

Resazurin Resorufin

Fonte: Tribioscience (2022).

Na figura 78 pode-se observar as amostras do DIU nos pogos para os testes de contato

direto com as células de HeLa em meio de cultura.
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Figura 78 - Amostras do DIU em contato com as células de HeLa em meio de cultura.

Fonte: Elaborada po autor.

Foram feitos graficos da atividade metabdlica para os dias 1, 3, 7, 14 e 21. A atividade
metabolica esta expressa na unidade padrao do leitor de placas RFU (relative fluorescence
units).

Nas amostras de PEAD puro que n3o contém farmaco, observa-se que a atividade
metabolica é inicialmente baixa e depois do dia 7 volta a subir novamente como demonstra na

figura 79.

Figura 79 - Atividade metabdlica das amostras de PEAD puro do DIU nos dias 1, 3,7, 14 ¢
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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As amostras de PEAD/5-FU a atividade metabolica decai e a partir do dia 3 nao
apresenta mais nenhuma atividade metabodlica (figura 80), sugerindo uma diminui¢do na

integridade das células, e um efeito bastante toxico devido a presenca da 5-fluorouracil.

Figura 80 - Atividade metabodlica das amostras de PEAD/5-FU do DIU nos dias 1, 3,7, 14 ¢
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A atividade metabdlica também decai para as amostras de PEAD/PG a partir dos
primeiros dias, mostrando um efeito inibidor da viabilidade celular por parte da progesterona,

como observa-se na figura 81.

Figura 81 - Atividade metabodlica das amostras de PEAD/PG do DIU nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.
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Fonte: Elaboradapelo autor.
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As amostras de PEAD/5-FU/PG do DIU mostraram um efeito semelhante as amostras
de PEAD com 5-fluorouracil e com progesterona. Foi observado também um decaimento na
atividade metabolica das células até o dia 3 e depois ndo se observa mais a atividade metabolica

(figura 82), sugerindo que as células tiveram sua viabilidade comprometida.

Figura 82 - Atividade metabodlica das amostras de PEAD/5-FU/PG do DIU nos dias 1, 3, 7, 14
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As amostras de PEAD/5-FU/CFP apresentaram um decréscimo da atividade
metabolica nos primeiros 3 dias e um aumento na atividade metabolica a partir do dia 7.
Sugerindo que para esse tipo de célula de HeLa, a composicao de PEAD/5-FU/CFP nao foi tao

toxica, quanto as outras composi¢oes com S-fluorouracil e progesterona (figura 83).
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Figura 83 - Atividade metabodlica das amostras de PEAD/5-FU/CFP do DIU nos dias 1, 3, 7,

14 e 21.
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Fonte: Elaboradapelo autor.

Foi realizada a microscopia das amostras do DIU paralelamente aos ensaios de
atividade metabolica. Na figura 84 observa-se a presenga das células nas amostras de PEAD
puro em todos os dias. No primeiro dia as células sdo pequenas e arredondadas, no dia 3 ja
comegam a se alongar e formar podes proteicos buscando contato entre si. A partir do dia 7
estdo mais alongadas e achatadas, formando uma matriz proteica extracelular entre si, indicando

uma boa dispersao sobre o material.

Figura 84 - Imagens de MEV mostrando a cultura de células sobre amostras de PEAD puro nos
dias 1, 3,7, 14 e 21.

Dia 1 Dia 3

EHT - 15.00kV IProbe= [00pA Vocuum Mode - High Vacuum  Mog = 500X EHT = 1500kV IProbe: 100pA Vocuem Mode = High Vacuum  Mag = 300 X
WD: S5mm  Detector = SEI Chamber = 2.30-004 o Reference Mog - Out Dev, SAMM H Wo:100mm  Detecter: SEI Chamber - 2.060-004Pa  Reference Mo = Oct Bev. SAMM

Dia7 Dia 14
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Wh= 95mm  Detector = SE! Chamber = 3.87¢-004 Fa  Reference Mag = Out Dev. SAMN

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 85 observa-se a cultura celular sobre amostras de PEAD/5-FU. No primeiro
dia as células estdo arredondadas e pequenas. Depois do dia 3 comecam a se unir, mas com a

presenca do quimioterapico ndo conseguem crescer e acabam morrendo.
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Figura 85 - Imagens do MEV das amostras de PEAD/5-FU nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.
Dia 1 Dia 3

£ Y
EMT- 1500k TProbe= 100pA  Vacum Mok - High Yacwm Hog= 300 X 204m  GHT:I500AV Tfrobes 100pA  Vocwm Mede - High Vocam Heg: 300X SAMN
H Wb-105mm  Detector = SEf Chamber - 5.80¢ 004 fa  Refererce Mg - Oxt Dev. SANM H WD:100mm  Datacter = SEI Chamber - 2.53¢-004 Pa  Refererce Mag = Out Dev.

204m  EHT- 1500k Ifrabes 0GpA  VocuomModk = High Vorwom Mog:= 500X ENTIS00KY Ifrobe- 100pA Vacuun flads * Figh Vacum Wog: 500X SAMM
WD:[00mm  Detecter = SEI Chamber = 344¢-004 Fa  Reference Hog = Out Dev. SAMN = Wo: 85mm  Detector = SE! Chamber - 223¢-004 Fa  Refererce Hag : Out Dev.
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Fonte: Elaboradapelo autor.
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Na figura 86 sdo mostradas as imagens da cultura celular sobre amostras de
PEAD/PG. No primeiro dia as células estao arredondadas e pequenas. Depois comecam a
crescer e se unir, mas entre os dias 7 e 14 ja come¢am a morrer.

Figura 86 - Imagens do MEV das amostras de PEAD/PG nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.

Dia 1 Dia 3

2 ; 7
g EWT =18.00k¥ TProbe= I00pA  Vocuum Mode = High Vacwum Mag= 500X
. SAMM H WD :100mm  Datector - SEI Chamber = 3456004 Pa  Refecence Mag = Out Dev. SAMM

204M  EnT-isOoAr T 00 p2  Vocium Mode = High Yaciwm
H W 160 mm  Datacter - SET Ehamber = 109003 fa

Dia7 Dia 14

20 ym EWT=1500ky IProbe: I00pA  Vacuum Mode = High Yacuum Mag= 500X 20 ym EHT:=15.00kV Ifrcbe= 100pA  Vocuum Mode = High Vacum  Mag= 500 X
Wbz 95mm  Detector: SEI Chamber = 2.37¢-004 P Reference Mag + Out Dev. SANMM H WD:100mn  Detectar = SEI Chamber = 1226-003 Fa  Reference Mag = Out Dev. SANMM
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Dia 21
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Fonte: Elaboradapelo autor.

Na figura 87 as imagens do MEV mostram a cultura celular sobre amostras de
PEAD/5-FU/PG. Observa-se que nos primeiros dias as cé€lulas estdo arredondadas e comegam
a se alongar. Depois do dia 7 comec¢am a se unir, mas com a presen¢a do quimioterapico nao

conseguem manter-se viaveis e acabam morrendo.

Figura 87- Imagens do MEV das amostras de PEAD/5-FU/PG nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.

Dia 1 Dia3
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H Wh: 85mm  Detector SEL Chomber = 241e G4 P Aeferance Nag - Out Dav. SAMM H Wh=95mm  Detector SEI Chomber = 777004 Referene Mog +Out v, SAMM

Dia 7 Dia 14
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 88 observa-se as imagens de MEV para a cultura celular sobre amostras de
PE/FU/CFP. No primeiro dia as células estao arredondadas e comec¢am a se alongar. Depois do
dia 3 comeg¢am a se unir, mas com a presen¢a do quimioterapico ndo conseguem manter a

viabilidade e tambem morrendo.
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Figura 88 - Imagens do MEV das amostras de PEAD/5-FU/CFP nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.

Dia 1 Dia 3

HT = 100KV Ifrobe- J00pA  Wocwwm Mode - High Voowm  Mag = 200X 0 pm EWT:1500kv TPrebe= 100pA  Vacuum Mode = Hgh Vacwm Mag: 500 X
Wo= 9.8mm  Detector s SEI Chamber = 2.36e-004 Fo  Reference Mag = Qut Dev. m. H WD: 90mm  Detacter = SEI Chamber = 3.02¢-004 Fa  Reference Mag < Out Dev. ml

EHT=1300kV TIfrobe= I00pA  Vacwum Mode - High Vacum Mag = 500 X EXT-1800kY TPrebe= IG0pA  Vacuum M High Vacuum  Mag = 300 X
W= 95mm  Detector = 51 Chamber = 5.04e-004 fo  Reference Mag = Out Dev. m" H Wb 105mm  Detector - SE1 Chamber = 206a-004 Fa  Reference Mag = Out Dev. m"

Dia 21

20 pm EHT=[300kv IProbe= I00pA  Vocwum Mode = High Vocum  Mag= 300X
WO =100mm  Detecter = SEI Chamber = 2.17¢-004 Pa  Reference Mag = Out Dev, m"

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 CARACTERIZACAO DA TELA DE PCL

Nesta sessao foi realizada a caracterizagao da tela, como a analise dimensional dos
corpos de prova, o MEV, EDS, FTIR e DSC. Depois os ensaios mecanicos como o ensaio de
flexdo, fadiga e viscoelasticidade. O ensaio de liberagdo do farmaco e condutividade. E por fim,

o ensaio de citotoxicidade e citocompatibilidade.

4.2.1 Anélises dimensionais dos corpos de prova

Na figura 89 (a) tem-se o design da telano CAD Solidworks® e a figura 89 (b) o molde
da tela em aluminio utilizada na injetora para a fabricagdo das pecas. A figura 89 (c) apresenta
a imagem da tela injetada de PCL que representa as amostras que foram medidas. Foram
utilizadas 5 amostras de cada condigdo. As pecas tiveram uma maior dificuldade de

reprodutibilidade comparada com o DIU devido sua geometria mais complexa.

Figura 89 — Imagens das geometrias dos implantes da tela (a) desenho da tela feito no
software CAD Solidworks (b) molde em aluminio da tela usinado na CNC (c) pe¢a em PCL
fabricada por moldagem por injecao.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A fim de investigar a precisdo dimensional dos corpos de prova em relagao ao modelo
original, e verificar possiveis influéncias da composi¢cdo na qualidade geométrica, realizou-se
medic¢des dos seus comprimentos, larguras, espessuras, abertura da malha, como ¢ apresentado
nas tabelas 31 e 32. A analise estatistica de varidncia (ANOVA) foi realizada para as
comparagdes entre as dimensodes dos corpos de prova puro € com farmaco. Nessas analises nao

foram identificadas diferencas estatisticamente significativas entre as médias das dimensoes
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dos corpos de prova, o que mostra que a presenca do fArmaco na estrutura do material ndo

provocou alteracdes significativas nas condi¢des geométricas dos corpos de prova injetados.

Tabela 31 — Dimensdes da tela de PCL e PCL/5-FU.

PCL PCL/5-FU
C L E malha C E malha
Média 48,36 24,51 0,88 1,99 48,42 0,91 2

Desvio
Padrao 0,13 0,06 0,02 0,00 0,15 0,03 0,01

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 32 - Dimensdes da tela de PCL/5-FU/CFP.
PCL/5-FU/CFP

C L E malha
Média 48,34 24,52 0,87 1,99
Desvio
Padrao 0,09 0,23 0,02 0,00

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Através das imagens geradas pelo MEV ¢ possivel realizar diversos tipos de analises
em polimeros, tanto estruturais quanto quimicas. Em relagdo as analises estruturais, ¢ possivel
obter informag¢des morfologicas como homogeneizacdo da superficie, presenca do fluxo de
injecdo, presenca de impurezas, bolhas, trincas, superficies irregulares.

Além da imagem gerada pelo MEV, uma outra técnica ¢ bastante utilizada de forma
acoplada ao microscopio, a espectroscopia por energia dispersiva (EDS), que permite detectar
elementos quimicos na superficie da amostra.

Na figura 90 analises da morfologia através do MEV foram realizadas para as amostras
da tela de PCL pura. Na figura 90 (a) observa-se a tela com um bom acabamento dimensional
da malha e na figura 90 (b) a superficie com algumas irregularidades que podem ter sido pelo

fluxo de injecao. E na figura 90 (c¢) a anélise em EDS.
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Figura 90 — MEV datela: (a) PCL com aumento de 30x, (b) PCL puro com aumento de 500x
(c) analise de EDS.

A x30 2mm x500 200 pm

0 2 4 6
Full Scale 1151 cts Cursor: 0.000
Elemento % Peso % Atomica
Carbono 66,30 72,38
Oxigénio 33,69 27,61
(c)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 91 (a) observa-se o MEV da tela de PCL com o farmaco 5-FU e apresenta
um bom acabamento dimensional e na figura 91 (b) apresenta alguns aglomerados que podem

ser do farmaco. E na figura 91 (c) o EDS confirmaa presenca do farmaco.
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Figura91 — MEV datela: (a) PCL/5-FU com aumento de 30x com as dimensdes (b) PCL/5-
FU 500x (¢) analise de EDS.

A x30 2mm A %500 200 um

2 4 [
Full Scale 438 ct= Cursor: 0.000

Elemento % Peso % AtOomica
Carbono 53,04 62,42
Oxigénio 18,93 16,72
Fluor 28,03 20,86

(c)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na figura 92 (a) observa-se a tela com uma certa irregularidade na malha. A figura 92

(c) confirmaa presenca de fltor do farmaco 5-FU e o fosforo do surfactante CFP.

Figura 92 — MEV da tela: (a) PCL/5-FU/CFP 30x e dimensdes (b) PCL/5-FU/CFP 500x (c)
analise de EDS.

A x30 2mm

Elemento % Peso % Atomica

Carbono 66,08 73,03
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Oxigénio 24,99 20,74
Fluor 8,93 6,24
Elemento % Peso % Atomica
Carbono 70,179 76,084
Oxigénio 28,920 23,538
Fosforo 0,901 0,379

(c)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3 Espectroscopiade infravermelho (FTIR)

Na figura 93 tem-se os espectros de FTIR da tela de PCL puro e com o 5-FU ¢ o
surfactante CFP. Os principais picos do PCL sdo em 1153 cm™ do grupo -CH,, a banda 1727
cm ! do grupo C=0 e a banda em 2958 cm™ do grupo C-O.

No espectro do farmaco puro de 5-fluorouracila (5-FU) identificou-se diversas bandas
em variados nimeros de ondas. As bandas na faixa entre 3200 e 3000 cm™' se referem aos
estiramentos do grupo N-H e =C-H. As bandas em 2938 cm™ e 2831 cm! sdo atribuidos ao
grupo -CH,. A banda em 1723 ¢cm™! corresponde ao estiramento do grupo C=0 e o presente na
faixa de 1650 cm™ € 1580 cm! corresponde ao estiramento dos grupos C=N e C=C. As bandas
em 1450 cm™ e 1350 cm™! sdo atribuidos a compostos de piramidina substituidos. A absorgao
das bandas em 1180 cm™ ¢ 1250 cm™ sdo atribuidos as ligagdes de C-O e C-N, respectivamente.
A banda de absor¢do em 1230 cm™ ¢ devido a ligacdo de fluor no anel. As bandas observadas
em 820 cm™ e 550 cm™'. As bandas caracteristicas de CFP que sdo atribuidos aos grupos -CHj,
-CH; e PO4 foram encontrados no espectro infravermelho.

As bandas em 2921 e 2850 cm™! sdo contribuidos pela vibragdo dos grupos de ligagdo
simples -CH; e -CH», e bandas em 1080 cm™ sdo devidos a vibragdo dos grupos —PO4 no CFP
(TANG,2021).
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Figura 93 — Espectro FTIR da tela de PCL, PCL/5-FU, 5-FU, CFP ¢ PCL/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.4 Calorimetro diferencial de varredura (DSC)

Na figura 94 observa-se as curvas de DSC do polimero e dos farmacos. Os picos estdo

relacionados a temperatura de fusao.
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Figura 94 — Curvas de DSC do PCL, 5-FU, CFP, PCL/5-FU e PCL/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Obteve-se os valores das temperaturas de fusdo cristalina e das entalpias de fusdo na

tabela 33. Os valores de grau de cristalinidade (Xc%) foram adquiridos pela razdo entre a média

das entalpias de fusdo de cada amostra e do valor tedrico para o PCL 100% cristalino.

Tabela 33 - Dados da temperatura de fusdo e entalpias do PCL puro, 5-FU, PCL/5-FU.

Material Tm;® Tm;* Tm" AH; AH, AH; Xc%
‘O (O (O J/g) J/g) J/g)

PCL | 64,2 - - 72,43 - - 51,92

5-FU ‘ - - 290,2 - - 170,41 -

CFP 62,53 89,53 16,44 121,99 - -

PCL/5-FU 66,11 - 281,54 66,11 0,45 -
PCL/5-FU/CFP

62,78 83,93 27445 82,03 1,55 0,30
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.5 Ensaios mecanicos

Os ensaios mecanicos sao métodos utilizados para medir uma série de fatores com o
objetivo de entender o comportamento do material com que se trabalha. Isso € feito por meio

da analise de suas propriedades mecanicas em varias condi¢des de uso.

4.2.5.1 Mddulo de flexao e tensdo a 5% de deformagao

Realizou-se anélises mecanicas para verificar o comportamento das amostras sob
flexdo, e assim determinar o modulo de flexao e a tensdo referente a uma deformacao no regime
plastico pré-definida de 5%. O mddulo de flexao foi extraido de uma regido de até 2% de
deformacao, na qual o polimero ainda se encontra num regime eléstico visivel (figura 95). De
uma visdo ampliada do grafico tensao versus deformagdo, observa-se um comportamento
diferenciado da composi¢ao contendo CFP, sugerindo um efeito plastificante do surfactante na

matrizde PCL.

Figura 95 - Curvas tensdo-deformacao das telas: (a) PCL, (b) PCL/5-FU e (c¢) PCL/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A tabela 34 apresenta as médias dos valores dos mddulos de flexdo obtidos e seus
respectivos desvios padrdes para cada composicdo, a fim de permitir uma andlise mais

detalhada do comportamento mecanico das diferentes composicoes.

Tabela 34 - Valores dos modulos de flexdo obtidos das amostras da tela.

Amostra Modulo de Desvio Padrao ()
elasticidade
(MPa)
PCL 139 13,4
PCL/5-FU 126 54,2
PCL/5-FU/CFP 136 89

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em uma analise preliminar percebe-se que as amostras de PCL pura apresentaram um
modulo superior ao das restantes das composi¢des com S-fluorouracil e com 5-fluorouracil e
surfactante. Percebe-se também que as amostras de PCL/5-FU apresentaram o menor modulo.
Visando a obtengdo de conclusdes mais confidveis na determinagdo das diferengas
significativas com a adi¢do de farmacos foi realizadauma andlise de variancia (ANOVA) com
o auxilio do software estatistico Biostat® 5.3. A tabela 35 apresenta os resultados dessa analise
e foi possivel observar que ndao houve diferenca significativa entre as amostras com e sem

farmaco.

Tabela 35 — Analise de variancia para os modulos de flexdo das amostras da tela.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 2 283,333 141,667 0,0499 0,9522

Erro ‘ 5

Fonte: Elaborada pelo autor.
GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

Na tabela 36 os valores das tensdes a 5% de deformacgao ¢ apresentada. O maior valor

foi das amostras de PCL puro e o menor valor foi do PCL/5-FU/CFP.

Tabela 36 - Valores das tensoes a 5% de deformacao obtidos das amostras da tela.

Amostra Tensido a 5% de de Desvio Padrao (%)
formacio (MPa)

PCL 24.8 0,99

PCL/5-FU 20,1 5,80

PCL/5-FU/CFP 17,9 11,8

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Estatisticamente foi possivel observar que ndo houve diferenga significativa entre as

amostras com e sem farmaco (tabela 37).

Tabela 37 - Analise de variancia para as tensdes a 5% de deformagao das amostras da tela.

Fator GL SQ QM F critico P-valor
Farmaco ‘ 2 9,667 4,833 0,0983 0,9074

Erro ‘ 5

Fonte: Elaborada pelo autor.

GL = Grau de liberdade, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio.

4.2.5.2 Ensaio de fadiga

Na figura 96 observa-se a curva da fadiga da tela de PCL, PCL/5-FU e PCL/5-FU/CFP.
Na extremidade da parte mdvel € imposta uma forca ou deformagdo oscilatoéria com uma
determinada amplitude e frequéncia prescrita. Todas estas analises foram realizadas em uma
temperatura constante de 37°C.

A fadiga da tela foi avaliada através do levantamento de curvas de forga aplicada para
impor a amplitude de deformagdo desejada versus nimero de ciclos até a ruptura, para cada
condi¢do de ensaio estudada. Ocorre um decaimento nas curvas e depois se estabiliza e

permanece praticamente constante de modo semelhante a maioria dos polimeros.
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Figura 96 — Curva de fadiga da tela de (a) PCL, (b) PCL/5-FU e (c) PCL/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os testes de fadiga mostraram comportamentos semelhantes para as diferentes
composi¢des, ndo havendo reducdo na resisténcia ao deslocamento para as trés
composigoes. A presenga do surfactante mostrou um efeito de plastificante (diminuindo
a tensao necessaria para o mesmo deslocamento que as outras composigdes, como visto

no teste de tensao versus deformagao (tabela 38).

Tabela 38 - Valores da resisténcia a fadiga para corpos de prova da tela.

POLIMERO/FARMACO RESISTENCIA A DESVIO PADRAO (+)
FADIGA
(CICLOS)
PCL ‘ 1158 77,1
PCL/FU ‘ 1086 76,4

PCL/FU/CFP ‘ N/A -

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Pela analise estatisticando houve diferenga significativa entre as amostras da tela

de PCL puro e PCL/5-FU.

4.2.5.3 Ensaio dindmico-mecanico

No ensaio dindmico-mecanico trés curvas sdo apresentadas, o modulo de
armazenamento (E’) que se refere a parte elastica do material, o médulo de perda (E) que se
refere a parte viscosa do material e o Tan delta que ¢ o amortecimento total. Na figura 97 a
curva do mddulo de armazenamento em fungdo da temperatura ¢ apresentada para as amostras
de PCL, PCL/5-FU e PCL/5-FU/CFP. Observa-se que todas as composi¢des mostraram uma

diminui¢do no modulo de armazenamento em fun¢do da temperatura como esperado.

Figura 97 - Curvas do modulo de armazenamento em fungao da temperatura da tela de (a)
PCL, (b) PCL/5-FU e (c) PCL/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nas curvas do mddulo de perda para as telas em diferentes composi¢des apresentadas
na figura 98, a telade PCL pura exibiu uma redug@o mais acentuada no mddulo em torno de 55
°C devido ao inicio da fusdo do polimero. Ja as outras composi¢des ndo mostraram o mesmo
perfil devido provavelmente a presenca da 5-fluorouracil, um componente de alta temperatura
de fusdo que pode ter efeito no caractere viscoso das misturas. O mesmo efeito ¢ observado nas
curvas de fator de perdas versus temperatura para amostras das telas em diferentes composigdes

(Figura 99).

Figura 98 - Curvas do modulo de perda em fungdo da temperatura da tela de (a) PCL, (b)
PCL/5-FU e (¢) PCL/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 99 — Curva Tan é em funcdo da temperatura da tela de (a)PCL, (b) PCL/5-FU e (c)
PCL/5-FU/CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.6 Ensaio de liberagao dos farmacos

A figura 100 apresenta a curva de liberag¢do do farmaco 5-FU para a tela de PCL/FU
em func¢do do tempo (dias). Nos primeiros 5 dias ha uma grande liberag¢do do farmaco devido a
sua solubilidade elevada em agua, posteriormente a liberagao torna-se constante e controlada.
Na figura 101, é apresentaa curva de liberag¢do do farmaco 5-FU para a tela de PCL/5-FU/CFP
em func¢do do tempo (dias). Nos primeiros 5 dias também ha uma grande liberagdo do farmaco,
porém menor quando comparada a tela de PCL/5-FU devido provavelmente a presenga do
surfactante em solu¢do que limita a solubilidade da 5-fluorouracil no meio micelar,
posteriormente a liberagdo torna-se constante e controlada como no caso da composicao de
PCL/5-FU. Tal menor liberagao inicial para a 5-fluorouracil na presenga de surfactante pode

ser interessante para prolongar a fase de liberagdo controlada do firmaco em meio polar.
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Figura 100 - Curvas de liberagdo da 5-fluorouracil (5-FU) em fun¢do do tempo para a tela de
PCL/5-FU.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 101 - Curvas de liberagdo da 5-fluorouracil (5-FU) em fun¢do do tempo para a tela de
PCL/FU/CFP.
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4.2.7 Condutividade

Na figura 102 tem-se o grafico da condutividade do CFP nas amostras de PCL/5-
FU/CFP. O ensaio de condutividade mostrou liberagao de CFP nas amostras de tela de PCL/5-
FU/CFP em quantidades superiores a 10* Molar (Moles/litro) segundo a curva de calibragdo,
valores superiores a concentragdo molar critica (CMC) de surfactantes alquil fosfatos

(MURATA,2008; LU, 2018).
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Figura 102 - Condutividade das amostras de PCL/5-FU/CFP.
condutividade CFP
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Fonte: Elaboradapelo autor.

Figura 103 — Curva de calibracao do CFP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.8 Cultura celular

Foram realizados dois testes biologicos, o primeiro foi o teste de citotoxicidade e o
segundo o teste de citocompatibilidade
4.2.8.1 Teste de citotoxicidade por contato indireto

Na figura 104 as amostras de tela de PCL pura apresentaram uma menor viabilidade
celular comparada com o polietileno. Este efeito ¢ possivelmente devido ao fato de que os

produtos acidos de degradacao do PCL podem ter afetado as células.
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As amostras de tela de PCL/5-FU apresentaram uma toxidade para as células, como
esperado, devido a presenga do farmaco quimioterdpico. As amostras de telas de PCL/5-
FU/CFP nao apresentaram um efeito toxico tdo marcante na cultura celular comparado a
amostras de telas de PCL/5-FU. Provavelmente o surfactante tenha afetado a liberacao do

farmaco e ou a biodisponibilidade do farmaco na cultura celular.

Figura 104 — Viabilidade celular da cultura de fibroblastos tipo L929 em presenca de
meio eluido de amostras de telas de PCL, PCL/5-FU e PCL/5-FU/CFP depoisde 1, 3 e 7 dias.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.8.2 Teste de citocompatibilidade por contato direto

Amostras das telas de dimensdes de 7x7 mm foram colocadas em uma placa para cultura
de células de 24 pocos. Foram utilizadas 4 amostras para cada composi¢ao no alamar blue e 2
amostras de cada condi¢do para o MEV. Neste ensaio, o sal de resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona 10-6xido) ¢ usado como indicador de oxirreduc¢do e da fungdo mitocondrial,
onde as células vidveis reduzem a resazurina (azul ndo-fluorescente) a resorufina (rosa
fluorescente). As amostras apresentadas na figura 105 foram preparadas com PBS,

glutaraldeido e etanol para as imagens no MEV.
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Figura 105 — Amostras da tela em uma placa de 24 pocos preparadas para o MEV.

Foram feitos graficos da atividade metabodlica para os dias 1, 3, 7, 14 e 21. A atividade

metabolica estd expressa na unidade padrao do leitor de placas RFU (relative fluorescence

units). Nas amostras de PCL puro que ndo tem fairmaco observa-se que a atividade metabolica

cresce a partir do dia 7 como demonstrana figura 106.

Figura 106 - Atividade metabdlica das amostras de PCL da telanos dias 1, 3, 7, 14 ¢ 21.
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Fonte: Elaboradapelo autor.

Na figura 107 observa-se que para as amostras de PCL/5-FU no dia 1 apresenta atividade

metabolica, mas nos dias seguintes ndo apresenta atividade metabdlica.
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Figura 107 - Atividade metabolica das amostras de PCL/5-FU da telanos dias 1, 3, 7, 14 e 21.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nas amostras de PCL/5-FU/CFP apresentam atividade metabolicanos dias 1 € 3 e nos

dias seguintes comegca a decair (figura 108).

Figura 108 - Atividade metabolica das amostras de PCL/5-FU/CFP da tela nos dias 1, 3, 7, 14
e2l.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nas imagens do MEV da figura 109 observa-se que nas amostras de telade PCL pura,
no dia primeiro € possivel ver as células semeadas, e a partir do dia 3 observa-se a presenga das
células fixadas e com formato alongado. A partirdo dia 14 ¢ possivel ver a formagao de matriz

extracelular proteica entre as células.

Figura 109 — Imagens do MEV das amostras de tela de PCL nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.
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Fonte: Elaboradapelo autor.

Nas imagens das amostras de telas de PCL/5-FU no primeiro dia hé a presenga das
células semeadas com formato arredondado, e a partir do dia 3 decai a quantidade de células

devido a presenga do farmaco quimioterapico (figura 110).

Figura 110 - Imagens do MEV das amostras de telas de PCL/5-FU nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.
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Fonte: Elaboradapelo autor.

Na figura 111, através das imagens MEV das amostras de telas de PCL/5-FU/CFP,
observa-se a presenga das célulasnos dias 1 e 3, e a partir do dia 7 percebe-se menor a presenca
de células devido a presenga do quimioterdpico, até praticamente o desaparecimento das

mesmas no dia 21.

Figura 111 - Imagens do MEV das amostras de PCL/5-FU/CFP nos dias 1, 3, 7, 14 e 21.
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5 CONCLUSOES

5.1 FABRICACAO E TESTES COM O IMPLANTE INTRAUTERINO (DIU)

O presente trabalho atingiu o objetivo principal de desenvolver um dispositivo do tipo
DIU por moldagem por injegao.

Pelo MEV foi possivel analisar a superficie das amostras e pelo EDS comprovar a
presen¢a dos farmacos incorporados na matriz das pegas. O FTIR indicou a composi¢do
quimica dos implantes tanto do polimero quanto dos farmacos. A andlise térmica de DSC
indicou as temperaturas de fusdo do polimero e dos farmacos.

Foram realizados ensaios mecanicos e no ensaio de flexao fez-se uma comparacao
entre as amostras de PEAD puro e PEAD com os farmacos. Através de analise estatistica pelo
teste Tukey que faz comparagdes multiplas em que se compara grupos em pares constatou-se
que houve diferenca apenas quando se compara com o PEAD/5-FU/CFP, sugerindo um efeito
plastificante do surfactante. No ensaio de fadiga foi realizado o ensaio de todas as condi¢des e
observou-se que as amostras de PEAD/5-FU/CFP foram a que obtiveram uma diferenga
significativa comparada com as outras condigdes.

No ensaio de liberagao dos farmacos nos primeiros dias hd uma maior porcentagem de
liberagao, que ¢ caracteristica de dispositivos tipo matriciais. Depois a liberacdo se torna mais
controlada. O ensaio de condutividade mostrou liberagao de CFP nas amostras em quantidade
superiores a 10* Molar (Moles/litro), concentragdo molar critica de surfactantes fosforados,
indicando a formacdo de meio micelar e uma liberagdo mais prolongada da 5-fluorouracil
quando em presenca do surfactante na matriz polimérica.

No teste de citotoxicidade por contato indireto foram utilizadas as células de
fibroblastos tipo 1929 onde as amostras do DIU de diferentes composi¢des mostraram
resultados diferenciados. Amostras de PEAD apresentaram baixa toxidade e amostras de
PEAD/5-FU e PEAD/5-FU/PG apresentaram toxidade bastante elevada, sendo um indicativo
da atividade anticancer. Amostras de PEAD/5-FU/CFP mostraram toxidade moderada,
provavelmente pela liberagdo mais controlada da 5-fluorouracil devido a presenga do
surfactante na matrizde PEAD.

Nos testes de viabilidade celular em contato direto das amostras com células de HeLa

observou-se uma diminui¢ao da atividade metabdlica para os implantes com 5-fluorouracil e
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com progesterona. Sendo que para amostras do implante de PEAD/5-FU/CFP a diminuicdo
metabolica foi inicial, mas ndo se manteve até o final do teste. Desta forma os implantes tipo
DIU de PEAD/5-FU e PEAD/5-FU/PG tiveram maior eficidcia no controle da atividade
metabolica e na viabilidade celular. O melhor efeito contra o crescimento celular das
formulagdes de PEAD com 5-fluorouracil e com progesterona foi confirmado nas MEV da
cultura celular, onde as formula¢des de PEAD/5-FU e de PEAD/5-FU/PG impediram o
crescimento da cultura celular, sugerindo que um tratamento quimioterapico ¢ hormonal

apresenta um efeito sinérgico para esse tipo de célula.

5.2 FABRICACAO E TESTES COM A TELA POLIMERICA

O presente trabalho atingiu o objetivo principal de desenvolver um dispositivo do tipo
tela por moldagem por injecao.

Na MEV foi possivel analisar a superficie das amostras e pelo EDS comprovar a
presenga dos farmacos incorporados na matriz das pecas. O FTIR confirmou a composigao
quimica dos implantes, a presenga tanto do polimero quanto dos farmacos. A analise térmica
de DSC indicou as temperaturas de fusdo do polimero e dos farmacos, confirmando também a
composi¢do formulada.

Foram realizados ensaios mecanicos de flexdo para as diferentes formulacdes de telas
poliméricas, onde observou-se um comportamento diferenciado da composicao contendo CFP,
sugerindo um efeito plastificante do surfactante na matrizde PCL, como j& observado no caso
da fabricagdo do DIU. No ensaio de fadiga a presenga do surfactante também mostrou um efeito
de plastificante diminuindo a tensdo necessaria para o mesmo deslocamento que as outras
composi¢des, como foi visto no teste monotonico de flexdo (grafico de tensdo versus
deformagao).

No ensaio dinamico-mecanico de viscoelasticidade, as curvas do méddulo de perda para
as telas de PCL pura exibiram uma redugdo mais acentuada no modulo em torno de 55 °C devido
ao inicio da fusdo do polimero. Ja as outras composi¢des ndo mostraram o mesmo perfil devido
provavelmente a presenca da 5-fluorouracil, um componente de alta temperatura de fusdo que
pode diminuir efeito do caractere viscoso das misturas. O mesmo efeito € observado nas curvas
de fator de perdas versus temperatura para amostras das telas em diferentes composigdes.

No ensaio de liberagdo do farmaco 5-FU para a telade PCL/5-FU em fung¢ao do tempo
(dias) nos primeiros 5 dias hd uma grande libera¢do do farmaco devido a sua solubilidade
elevada em agua, posteriormente a liberagao torna-se torna constante e controlada. Na curva de

liberagcdo do farmaco 5-FU para a tela de PCL/5-FU/CFP em funcdo do tempo (dias) nos
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primeiros 5 dias também ha uma grande liberag¢do do farmaco, porém menor quando comparada
a tela de PCL/5-FU devido provavelmente a presenca do surfactante em solugdo que altera a
solubilidade da 5-fluorouracil devido ao meio tornar-se micelar, posteriormente a liberagao
torna-se torna constante e controlada como no caso da composicao de PCL/5-FU.

No ensaio de citotoxicidade com fibroblasto 1.929, as amostras da tela de PCL/5-FU
apresentaram uma alta toxicidade para as células, como esperado, devido a presenca do farmaco
quimioterapico. As amostras de telas de PCL/5-FU/CFP nao apresentaram um efeito toxico tao
marcante na cultura celular comparado a amostras de telas de PCL/5-FU para os dias testados.
Provavelmente o surfactante por ter afetado a liberagdo do farmaco, diminui sua
biodisponibilidade nos dias iniciais de cultura celular, porém o efeito pode ser mais eficaz em
longo prazo, como mostrou os resultados de atividade metabdlica nos testes de viabilidade
celular em contato direto.

Para os implantes poliméricos tipo DIU, a formulacao de composi¢cao PEAD/5-FU/PG
mostrou grande possibilidade de obter-se efeito sinergético no tratamento de cancer por terapia
hormonal e quimioterdpicaem um mesmo dispositivo de liberacdo. Para os implantes tipo tela,
o uso de nanocarreadores micelares como na tela de composi¢do PCL/5-FU/CFP ¢ uma
interessante alternativa para controle da liberagdo de fArmacos muito soluveis, prolongando a

liberagdo, a biodisponibilidade e o efeito terapéuticos deste tipo de implante.

5.3 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Algumas consideracdes observadas ao longo do desenvolvimento deste trabalho

podem ser aprofundadas para a continuidade da pesquisa, tais como:

e Estudar diferentes métodos de misturas para uma melhor homogeneidade;

e Realizar investiga¢des com diferentes composi¢des polimero/farmaco/surfactante;

e Avaliar outras dimensdes € geometrias de implantes;

e Realizar ensaios in vivo a fim de reforcar os resultados obtidos in vitro e validar os

conceitos estudados.
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APENDICE A

Figura 112 - Dimensdes do DIU no CAD solidworks®.
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APENDICE B
Figura 113 - Dimensdes da telano CAD solidworks®.
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